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RESUMEN

El acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) es uno de los herbicidas mas
utilizados en la agricultura por su alta efectividad y bajo costo; no obstante,
el uso indiscriminado de las diferentes presentaciones comerciales ha
facilitado su dispersion a otros compartimientos ambientales convirtiéndolo
en un contaminante quimico para especies que habitan ecosistemas
acuaticos. En este trabajo se estudiaron los efectos ecotoxicoldgicos de dos
presentaciones comerciales de este herbicida, el éster isobutilico 2,4-Dy la
sal de dimetilamina 2,4-D, en el modelo de agua dulce Daphnia magna,
mediante la evaluacion de parametros relacionados con caracteristicas de
historia de vida de los organismos, lo que permiti6 medir las respuestas
inducidas por el 2,4-D a nivel poblacional. Los resultados obtenidos fueron
evaluados mediante modelado matematico a fin de explicar las afecciones
en la dinamica poblacional del modelo de estudio. Paralelamente, se llevo
a cabo la valoracién de los efectos inducidos por ambos herbicidas sobre
pardmetros fisioldgicos y comportamiento natatorio, seguido de la
identificacion de posibles perfiles proteicos asociados al estrés producido
por toxicidad aguda y crénica. Finalmente, la descripcion de los cambios
histoldgicos, destacaron afectaciones morfoldgicas severas en el sistema
digestivo de los organismos con la consecuente limitacion nutricional de los
individuos.

—
00
| —



1. INTRODUCCION

El combate de maleza en los cultivos ha ocasionado la generaciéon de una amplia
gama de herbicidas, entre los cuales destacan aquellos cuya formulacion
contienen acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D). Los herbicidas derivados del
2,4-D han sido catalogados dentro de los mas utilizados en el mundo por su alta
efectividad y bajo costo; sin embargo, el 2,4-D produce efectos toxicos
inespecificos en organismos no blanco. Debido a esta problematica, y para poder
identificar los efectos asociados a factores quimicos estresantes como el 2,4-D,
resulta necesario abordar estudios ecotoxicolégicos con biomodelos acuéticos
sensibles, como en el caso del cladécero Daphnia magna.

Asi, el objetivo de esta investigacion consistio en evaluar el impacto
ecotoxicoldgico de distintas formulaciones comerciales del fenoxi-herbicida acido
2,4-diclorofenoxiacético en el modelo de agua dulce D. magna. Para ello, se
determinaron los efectos inducidos por dos formulaciones comerciales de 2,4-D
(éster isobutilico 2,4-D y sal de dimetilamina 2,4-D) en el modelo de estudio
relacionados con caracteristicas de su historia de vida, parametros fisiolégicos
(frecuencia toréacica y cardiaca) y comportamiento natatorio (frecuencia de salto,
desplazamiento y velocidad media de nado).

Ahora bien, los resultados concernientes a historia de vida fueron abordados
mediante modelo matematico, lo que facilité la prediccion de los posibles riesgos
ambientales promovidos por el 2,4-D. Analogamente se identificaron los posibles
perfiles proteicos en D. magna asociados al estrés producido por el 2,4-D.
Finalmente se describieron los cambios histolégicos en tejido intestinal y ovarico
de D. magna tras una exposicion aguda y cronica del 2,4-D. Los resultados de
este trabajo permiten suponer que la exposicion a ambas formulaciones
comerciales conduce a una limitacion nutricional en los organismos cuya mayor
consecuencia es la disminucion en el aprovechamiento de los recursos
energéticos disponibles para llevar a cabo procesos biolégicos asociados a la

reproduccion, maduracion del embrion y movimiento natatorio.
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2. ANTECEDENTES

Por medio de la base de datos Scopus se efectué un analisis bibliogréafico
referente a literatura asociada a la evaluacion del impacto ecotoxicolégico del
acido 2,4-diclorofenoxiacético en Daphnia magna. Los resultados mostraron un
total de 8 articulos con investigaciones elaboradas en paises como Estados
Unidos, Polonia, Brasil, Camerudn, India, Espafia y Eslovaquia a lo largo de 1982
al 2023.

De lo anterior, los articulos comprendidos entre 1980 a 2005 destacan las
afectaciones inducidas por el 2,4-D en D. magna. Se reportan alteraciones
asociadas a fisiologia digestiva, bioenergética, parametros fisiolégicos como tasa
de crecimiento y determinacion de sexo, establecimiento de la dosis efectiva y
letal media e impacto en la reduccion de su diversidad (De Coen & Janssen,1998;
Alexander et al., 1985; FargaSova, 1994; Ranke-Rybicka et al., 1995; Kashian &
Dodson, 2002; Relyea, 2005).

Las investigaciones mas recientes constituyen a Fai et al. (2015) quienes
compararon la sensibilidad de bioensayos para determinacion de la dosis efectiva
media (CEso) y dosis letal media (CLso) en D. magna y Oreochromis niloticus,
expuestas a dos herbicidas cuyo principio activo es el glifosato y el 2,4-D. Los
autores de este trabajo obtuvieron que la CEso del herbicida que contiene 2,4-D
resulta tener un valor de 5.55 mg/l para D. magna, mientras que la CLso para O.
niloticus resulta ser de 11.30 mg/l. Ademas, Moreira et al. (2022) determinaron
mediante ensayos de toxicidad cronica, pardmetros poblacionales asociados a la

supervivencia materna y fecundidad en D. magna expuesta a 2,4-D.
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3. MARCO TEORICO
3.1 Aspectos generales del 2,4-D

3.1.1 Antecedentes del 2,4-D

El herbicida 2,4-D se formuld por primera vez en la década de los 40°s (da Silva
Pinto et al., 2021). Durante la Segunda Guerra Mundial, cientificos aliados de
Estados Unidos y Reino Unido realizaron una investigacion para identificar
posibles armas biologicas capaces de destruir los cultivos alemanes,
conduciendo al desarrollo del 2,4-D (Haggblade et al., 2017).

Posteriormente, a partir de 1950 las empresas agroquimicas empezaron la
comercializacion de este herbicida, dirigiéndose especialmente al combate de
herbaceas de hoja ancha para favorecer a cultivos de arroz y trigo (Haggblade et
al., 2017). Més tarde, en el contexto de la Guerra Fria, se emplearon compuestos
guimicos como armas militares (Doose, 2021). Durante la Guerra de Vietnam, la
Fuerza Aérea de los Estados Unidos utilizé el 2,4-D en conjunto con otros
compuestos como el acido 2,4,5-triclorofenoxiacético (2,4,5-T) para crear el
Agente Naranja, una sustancia que se produjo en masa con el objetivo de defoliar
bosques enteros, y asi detectar con mayor facilidad los escondites de los
soldados contrarios (Stellman & Stellman, 2018). La contaminacion provocada
por el Agente Naranja se debi6 principalmente a la accion de dioxinas (sustancias
responsables de generar defectos fisiolégicos en mamiferos y mayores tasas de
cancer) provenientes del 2,4-D y el 2,4,5-T, es por ello que, en la actualidad el
2,4-D se fabrica con un proceso que eviten la produccion de dioxinas (Jote,
2019).

Pese a su osco desarrollo, actualmente, el 2,4-D es uno de los herbicidas mas
utilizados en todo el mundo a consecuencia de su bajo costo, selectividad,
eficacia y amplio espectro de control (Palma-Bautista et al., 2020). Aunado a ello,
destaca la solubilidad en agua de las distintas formulaciones comerciales lo que

da como resultado una rapida penetracion a través de las hojas y raices (Islam
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et al., 2018).

3.1.2 Caracteristicas fisicoquimicas del 2,4-D

El 4cido 2,4-Diclorofenoxiacético (2,4-D) o CsHeCl203 en su estructura quimica
(Figura 1) es un ingrediente activo clasificado como perteneciente a los grupos
de los fenoxi-herbicidas, siendo un compuesto que busca imitar los efectos de
las auxinas vegetales en las plantas (Binh & Nguyen, 2020). El 2,4-D esta
conformado por 2 grupos funcionales: a) un anillo aromatico (grupo fenoxi) que
contiene dos atomos de cloro en la posicién 2y 4, y b) un acido carboxilico. Esta
molécula tiene un peso molecular de 221.04 g/mol, su punto de fusién es de
140.5 °C y su punto de ebullicion es de 130 °C (Magnoli et al., 2020). La vida
media de este compuesto varia aproximadamente de 20 a 312 dias segun las
condiciones medioambientales (Dolatabadi et al., 2021). Su presién de vapor es
de 8.25x10® mm Hg a 20 °C, y presenta una constante de la Ley de Henry de
8.6x10-6 atm.m3/mol a 20 °C (INECC, s.f.). Su densidad es de 1.42 g/ml a 25 °C,
y al calentarse puede emitir cloruro de hidrogeno y monoxido de carbono (NCBI,
2022). Ademés, este compuesto (dependiendo de su vehiculo) puede
solubilizarse en: Agua, Acetona, Etanol al 50% y 95%, Diesel, Isopropanol,
Tolueno y Benceno (INECC, s.f.).

O

Figura 1. Estructura quimica del &cido 2,4-Diclorofenoxiacético.

3.1.3 Formulaciones comerciales del 2,4-D
Para la aplicacion en campo, generalmente el 2,4-D se adquiere en forma de

polvo o liquido (NCBI, 2022). Las formulaciones mas populares en el mercado
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usualmente se acompafan de los siguientes vehiculos: éster butilico (Figura 2)
en forma de emulsion, sales como isopropilamina, triisopropanolamina, y
dietanolamina, pero destaca particularmente la sal dimetilamina 2,4-D (Figura 3),
entre otros como sal de colina y acido (Juan, et al., 2021; Serbent et al., 2019).
Las formulaciones con sal de dimetilamina 2,4-D y éster representan
aproximadamente del 90 al 95 % del uso total en todo el mundo (Islam et al.,
2018).

Cuando el 2,4-D reacciona con un alcohol se forma un grupo éster, y los ésteres
hechos a partir de alcoholes que poseen una cadena de alquilo con cuatro
carbonos 0 menos poseen la caracteristica de que son altamente volatiles, este
grupo incluye los ésteres de metilo, isopropilo y butilo (Peterson et al., 2016).
Especificamente el éster butilico 2,4-D (o también encontrado como isobutilico)
posee las siguientes propiedades: tiene un peso molecular de 277.15 g/mol, una
presion de vapor de 5.29X102 a 8.2X102 Pa, y su constante de Ley de Henry es
4,88X107 atm.m%mol (Qurratu & Reehan, 2016). En general, los ésteres son
solubles en aceites, pero insolubles en agua, por esta razon se formulan como
concentrados emulsionables para aplicacién en medios acuosos (Peterson et al.,
2016). Cuando una formulacién emulsionable de éster 2,4-D se mezcla con agua,
el agente emulsionante forma gotas aceitosas suspendidas, sin embargo, al no
disociarse ni ionizarse en este medio, no se desarrolla una reaccion con los
cationes del agua dura para formar precipitados insolubles (Peterson et al.,
2016).

2,4-D Ester isobutilico

Figura 2. Estructura quimica del éster isobutilico &cido 2,4-Diclorofenoxiacético.
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La formulacion de sal de dimetilamina 2,4-D se caracteriza por tener un peso
molecular de 266.13 g/mol y una presién de vapor de <1x10-" mm Hg a 25°C, se
presenta en forma de liquido o sales y no es volatil (Qurratu & Reehan, 2016). La
elaboracion de este tipo de formulacién se da cuando el 2,4-D reacciona con una
amina (Peterson et al., 2016). La presencia de sales hace que sea soluble en
agua, pero cabe resaltar que al utilizar agua dura con un alto contenido de iones
gue pueden asociarse con el 2,4-D, se corre el riesgo de formar sales insolubles
precipitables, por esta razon, se incluyen en las marcas comerciales con este tipo

de formulaciones agentes secuestrantes (Peterson et al., 2016).

Dimetilamina

9 CHj

+
HoN

CHg
10

Figura 3. Estructura quimica de la sal de dimetilamina acido 2,4-Diclorofenoxiacético.

3.2 Distribucién del 2,4-D en diferentes compartimentos ambientales

Islam et al. (2018) describen las formas de propagacion del 2,4-D en diferentes
ambientes. De acuerdo con la informacién recopilada por parte de estos autores
(Figura 4): cuando el 2,4-D se aplica en los cultivos, este herbicida es capaz de
distribuirse al medio acuatico mediante el fendomeno fisico denominado
escorrentia. Cuando ocurren inundaciones, el agua de lluvia arrastra los residuos
de 2,4-D llegando hasta redes fluviales, en medios acuaticos, el 2,4-D puede ser
degradado a través de hidrdlisis y fotdlisis, o generar una bioacumulacién en
organismos acuaticos no blanco. De igual forma, el 2,4-D puede ser absorbido
por sedimentos, induciendo procesos de volatilizacion, sorcién, desorcion,
degradacion quimica y bioldgica, absorciéon, escorrentia o lixiviacion (si el suelo

contiene bajas cantidades de arcilla o poca materia organica). Cabe mencionar
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gue estos mecanismos dependen de las propiedades fisicoquimicas que
conforman las distintas formulaciones de 2,4-D, ademas de las condiciones
ambientales y los microorganismos presentes en el sustrato. Asimismo, el 2,4-D

puede transmitirse hacia el aire por volatilizacion o erosion edlica.

Foto-degradacion

7 ' ‘é /, Volatilizacién Evaporacién
- Aplicacién de 2,4-D /‘

2,4-D llega hasta medios
acuaticos

arv
e
-@e

Sorcién, desorcién, degradacién am e
e

quimica y biolégica 6 lixiviacién

Acumulacién en sedimentos

Figura 4. Esquema general sobre la distribucién del 2,4-D en diferentes compartimentos ambientes.
Elaboracién propia.

3.3 Impacto ambiental que genera la aplicacion indiscriminada de 2,4-D en
cultivos

En México, el uso de herbicidas se ha intensificado a través de los afios. En 1994,
SEMARNAT reportd6 que la produccion de estas sustancias fue
aproximadamente de 11,100 mil toneladas, mientras que para el afio 2010 se
gener6 un aument6 equivalente a 31,878 mil toneladas, y en 2018 de hasta
33,977 mil toneladas (CEDRSSA, 2020; SEMARNAT, 2016; SEMARNAT, 2018).
De lo anterior, destaca el 2,4-D como el cuarto herbicida mas utilizado en México
con una cantidad aplicada de 273,239.48kg/i.a durante el periodo de 2007 a 2015
(SEMARNAT, 2022).

Asi, con el incremento del empleo de este tipo de sustancias para combatir la
maleza, se ha normalizado su uso excesivo en los cultivos, lo que ha llevado a

su propagacion en diferentes compartimentos ambientales. De acuerdo con un
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estudio elaborado en 2019 por la SEMARNAT para el desarrollo de un
diagndstico de la contaminacion por plaguicidas en agua y suelos, se determiné
gue los estados con mayor numero de sitios con presencia y niveles medidos de
plaguicidas son Campeche, Sinaloa y Guerrero. Ademas, la informacion
recopilada muestra concentraciones de compuestos provenientes de herbicidas
detectados en cuerpos de agua correspondientes al Rio Atoyac en Puebla, y Rio
La Laja en Guanajuato, en este Ultimo se encontrd la presencia de 2,4-D. No
obstante, el panorama antes referido podria estar subestimado dada la falta de
registros en México que involucren informacion estadistica concerniente a la
contaminacion producida por el 2,4-D (SEMARNAT, 2019).

Por consiguiente, la inminente presencia de este tipo de sustancias, incluyendo
el 2,4-D, en medios acuaticos genera un riesgo por exposicion a los organismos
habitantes de diferentes niveles troficos, lo que ocasiona efectos téxicos en ellos
asociados a la dosis y la frecuencia de exposicién, aumentando su
susceptibilidad y la sensibilidad (Islam et al., 2018). Se ha estimado que
alrededor del 91.7% del herbicida 2,4-D aplicado en el cultivo termina en agua
(Mountassif et al., 2008). De esta manera, su presencia en aguas superficiales y
subterraneas es innegable dado que el 2,4-D ingresa por escorrentia y lixiviacion,
lo cual denota multiples efectos directos o indirectos en biotas acuaticas (Zafra-
Lemos et al., 2021). Ademas, productos acuaticos o terrestres se utilizan para
producir alimentos, asi los residuos se bioconcentran en animales, cuyas carnes

y productos lacteos son finalmente consumidos por humanos (Islam et al., 2018).

3.4 Estudios relacionados con la ecotoxicidad inducida por 2,4-D en
organismos no blanco

En la Tabla 1 se describen respuestas asociadas a un estrés bioldgico

ocasionado por exposicion al 2,4-D sobre organismos provenientes de

ecosistemas acuaticos, las principales afecciones se registran en el

metabolismo, estructura de los tejidos, inhibicién del crecimiento y anomalias

fisiologicas.
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Tabla 1. Efectos biolégicos inducidos por el 2,4-D en organismos no blanco de acuerdo con la informacién
recopilada por Islam et al. (2018).

Compartimiento Organismos no blanco Alteraciones inducidas debido a la
ambiental afectados exposicion de 2,4-D
Disminucion en el consumo de oxigeno celular
Alteraciones histopatolégicas
Afectaciones en el peso, longitud corporal total y
Peces tasa de crecimiento
Alteracién en érganos sensoriales
Menor producciéon de mucus
Disrupcion endocrina
Acudti Inhibicion de la maduracion de ovocitos
cuatico L .
o Alteracion de la metamorfosis
Anfibios - 4 At
Neurotoxicidad y estrés oxidativo
Supresion inmunoldgica
Cambios catabdlicos
Crustéaceos Alteraciones en pardmetros poblaciones
Afectaciones en la produccién enzimatica
Algas Inhibicién sobre la fotosintesis y/o respiracion
Disrupcion endocrina por especies reactivas de
oxigeno
. Inhibicién del metabolismo lipidico y sintesis de
Rumiantes .
proteinas
Disminucion de la actividad enzimética
mitocondrial
Decaimiento poblacional
Insectos Cambios reproductivos
Terrestre . .
Dafio oxidativo
Lumbricidos Acumulacion de especies reactivas de oxigeno
Disminucién en la produccion de glucosa y
Hongos N
nitrégeno
Alteraciones sobre la expresion de proteinas
. relacionadas con el metabolismo energético,
Bacterias .
transporte intermembrana y procesos de
oxidacion

Por otro lado, la evaluacion del efecto ecotoxicolégico en especies no blanco
afectadas por contaminantes, se emplean biomarcadores, los cuales se utilizan
para medir la interaccién entre un sistema biol6gico y un agente quimico, fisico
o bioldgico, dando como resultado una respuesta funcional o fisiolégica, que
puede ocurrir a nivel celular o molecular (Arango, 2012). El uso de biomarcadores

se considera uno de los mejores procedimientos para detectar in situ el impacto
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ecoldgico de sustancias nocivas (Barata et al., 2007). ~

Asi pues, con el objetivo de identificar alteraciones biologicas inducidas por el
2,4-D (Tabla 2) tales como cambios moleculares, fisiolégicos, metabdlicos y
enzimaticos, se han propuestos diversos biomarcadores cuyo empleo ha

facilitado la comprension de la respuesta fisiologica ante exposicion a dicho

herbicida (Cattaneo et al., 2008).

Tabla 2. Ejemplos de biomarcadores que permiten evaluar las alteraciones inducidas por el 2,4-D en
distintos organismos.

Biomarcador

Alteracion
asociada

Organismos donde se ha

identificado

Referencia

Expresion de proteinas de
choque térmico

Estrés oxidativo

Squalus acanthias
Chironomus riparius

Villalobos et al.
(2006), Park et al.

(HSP) (2010)
Aumento en la actividad de
proteinas Afectaciones en Rana temporaria Aronzon et al.
glutatién S-transferasas reacciones redox (2011)
(GST)
Act!vguc.m de.prollferadores Deterioro en la Harada et al.
peroxisomicos tipo alfa (PPARa) . Mus musculus
. . Espermatogénesis (2016)
en células de Leydig
Supresion de la proteina del
grupo 1 de alta movilidad
(Hmgcs1) y la proteina 3- Deterioro en la Mus musculus Harada et al.
hidroxi-3-metil-glutaril-CoA Espermatogénesis (2016)
reductasa (Hmgcr) en células de
Leydig
Expresion de enzimas Presencia de
superéxido dismutasa (SOD), especies reactivas Eisenia andrei Hattab et al.
catalasa (CAT) y glutatiéon S- de oxigeno (2022)
transferasa (GST)
Produccion de
8-hidroxidesoxiguanosina sérica HumMano Wang et al.
(8-OHdG) y Estrés oxidativo .
. . . ) (Mujeres embarazadas) (2022)
8-hidroxidesoxiguanosina
(8-OHG)
4-hit)1:?)?<;:1ti)cr:(;rl]n?ee}(i:rl)?3rico Perf)xid.acién _ Humano Wang et al.
lipidica (Mujeres embarazadas) (2022)

(HNEMA)
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3.4.1 Evaluacion histolégica

En la actualidad se sabe que el 2,4-D provoca dafios en multiples tipos de tejidos
en una gran variedad de especies, por ello es imperante tomar en cuenta
evaluaciones histologicas. Por mencionar algunos ejemplos, en cordados
acuaticos, se reportan malformaciones en higado donde se incluye vacuolizacion
de hepatocitos, agrandamiento de sinusoides, dilatacion de vasos sanguineos y
un aumento numero de melanomacrofagos (Cury et al., 2019). En el caso de
tejidos, se reportan malformaciones del disco oral, anomalias intestinales, dafios
en el riidn; los cuales incluyen alteraciones glomerulares y congestion vascular
(Cury et al., 2019; Tayeb et al., 2012). En érganos reproductivos de los peces
Clarias Batrachus, en hembras se ha detectado que el 2,4-D provoca presencia
de ovocitos atrésicos, hipertrofia, deformidades mitocondriales, vacuolizacion y
heterocromatinizacion, mientras que, en machos, la estructura de los tabulos
seminiferos contiene signos de necrosis con disolucion del nicleo y la membrana
nuclear, ademas de células de Leydig hipertrofiadas (Ateeq et al., 2006; de
Castro Marcato, 2017).

3.4.2 Cambios en el comportamiento y dinamica poblacional

Otro aspecto relevante es que las respuestas de los organismos a los cambios
en el medio ambiente por efecto de la contaminacion, a menudo se manifiestan
con cambios en el comportamiento. Lo anterior debido a las afecciones inducidas
en multiples sistemas fisiol6gicos que conforman a los individuos, cuyos efectos
adversos se ven reflejados en el comportamiento social, reproductivo, cognitivo
y nutricional, entre muchos otros (Schuijt et al., 2021). Este tipo de cambios en el
comportamiento debido a la exposicion de 2,4-D han sido muy abordados en
roedores y peces. De igual forma, destacan estudios que evallan las alteraciones
en el comportamiento natatorio debido a exposicion por herbicidas, de ahi que el
analisis de tales parametros se considere un novedoso enfoque metodoldgico en
estudios ecotoxicoldgicos (Bownik, 2017). Se ha encontrado que el 2,4-D puede

inducir comportamientos anormales asociados a la natacion de peces a
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determinadas concentraciones (Sarikaya & Yilmaz, 2003; Moreira et al., 2021).
Anélogamente, los contaminantes quimicos pueden afectar la dindmica
poblacional de las especies expuestas al aumentar la tasa de mortalidad y/o
reducir la tasa de natalidad, dando como resultado una disminucién en el
crecimiento de la poblacion (Schuijt et al., 2021). Aunque no se ha ahondado
sobre el impacto del 2,4-D en la dinamica poblacidén de organismos acuaticos, se
ha determinado que el 2,4-D influye negativamente en el crecimiento poblacional
de especies como Brachionus patulus (Sarma et al., 2001).

3.5 Daphnia magna como biomodelo para estudios de ecotoxicidad
Daphnia magna (Cladocera: Daphniidae) es un organismo plantdnico
ampliamente utilizado como biomodelo para investigaciones bioldgicas
asociadas a la ecologia, evolucion y biologia reproductiva, pero sobre todo en la
ecotoxicologia, debido a que es un organismo sensible ante la presencia de
factores y cambios ambientales, se emplea para determinar toxicidad aguda,
toxicidad cronica, mediante la evaluacion de biomarcadores en respuesta a
diversos estresores quimicos o fisicos (Lee et al., 2019).

Viven en depdsitos de agua dulce donde desempefian un papel clave en la
estructura y funcionamiento del ecosistema, puesto que en la cadena tréfica
actlia como alimento para peces depredadores (Pauwels et al 2010; Lee et al.,
2019). Asi mismo, son filtradores no selectivos de particulas, lo que permite
mejorar las condiciones del agua al reducir la concentracion de solidos en
suspension (Stevci¢ et al., 2020).

Respecto a sus caracteristicas morfologicas (Figura 5), D. magna tiene un
tamafio de 5 a 6 mm (Lee et al., 2019). También esta constituido por un
exoesqueleto de quitina. Las funciones de sus apéndices, ademas de permitir la
locomocion, se relacionan con diferencias en la actividad mecano-sensorial y

quimio-sensorial (Klann & Stollewerk, 2017).
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Figura 5. Morfologia de D. magna. Imagen tomada de Ebert (2005).

Su ciclo de vida se caracteriza por una reproduccion asexual o sexual cuando
hay condiciones estresantes en el ambiente (Figura 6). Generalmente
experimenta partenogénesis ciclica, donde una hembra produce una nidada de
huevos (amicticos) en la camara de cria, liberada después de cada muda. A 20
°C, los embriones eclosionan después de 24 horas. Después de 3 dias, la madre
libera neonatos idénticos a ella. La edad a la que se depositan los primeros
huevos en la cAmara de cria es de 5 a 10 dias. Una hembra adulta puede producir
una nidada de huevos cada 3 o 4 dias hasta su muerte (D. magna vive
aproximadamente 45 dias) (Ebert, 2005).

En el caso de la reproduccion sexual, se producen huevos diploides (2N) que
desarrolla tanto a machos como hembras, y otro tipo diferente de huevo haploide
(N) que entra en una fase de reposo. Los ovulos en reposo son encapsulados en

una estructura llamada ephipium, suele estar melanizada y generalmente
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contiene 2 ovulos grandes. Los machos diploides fertilizan los huevos haploides,
la fertilizacion es interna y ocurre entre una muda y la deposicion de huevos en
el ephipium. Después de ser liberados, los huevos pueden permanecer en reposo
durante un largo periodo de tiempo hasta eclosionar cuando haya periodos

favorables que aseguren la persistencia de la poblacion.

Q Aparamiento
Cicly \

Huevo sexual

oo

Ciclo
partenogenético

Hija partenogenética
vap g I Formacion de
=3 Q huevos
/ haploides
y'/ 3

Hijo partenogenético o/

Eclosion
después de
la diapausa

Figura 6. Ciclo partenogenético y ciclo sexual de D. magna. Imagen tomada de Ebert (2005).

3.5.1 Estudios de ecotoxicidad del 2,4-D en Daphnia magna

Para reportar el efecto ecotoxicolégico agudo de cualquier sustancia nociva en
D. magna normalmente se determina la dosis efectiva media (CEso) o dosis letal
media (CLso), a las 48 h, este valor varia dependiendo del tipo de herbicida que
se emplee (marca y vehiculo), también es posible estudiar las afectaciones hacia
los organismos mediante analisis de toxicidad a largo plazo (Martins et al., 2007).
Se han realizaron algunos estudios del efecto que provoca el 2,4-D en D. magna,
de entre ellos destaca el trabajo de De Coen & Janssen (1998) quienes
investigaron la toxicidad aguda del 2,4-D en D. magna mediante el uso de

biomarcadores asociados a la fisiologia digestiva y bioenergética de los
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organismos, a través de la evaluacion de la actividad enziméatica. Se observaron
diferencias significativas en el catabolismo de los individuos: donde no hubo
recuperacion de la actividad de ingestion, ademas, se registraron aumentos
significativos en la actividad de la enzima esterasa, y afectaciones en enzimas
responsables de la digestion de proteinas y lipidos.

Al pasar de los afos, las investigaciones relacionadas con la ecotoxicidad del
herbicida en D. magna fueron disminuyendo, reportando principalmente la CEso
y/o la CLso. Actualmente se han retomado, un estudio reciente por Moreira et al.
(2022) evalud la capacidad de D. magna para detectar y evitar habitats
contaminados por fipronil y 2,4-D, los investigadores encontraron que hay
preferencia por parte de los organismos a ubicaciones con poca cantidad de
toxico, no todos los individuos logran escapar con éxito de las zonas
contaminadas. En ensayos de toxicidad cronica se mencionan parametros como
supervivencia materna, fecundidad y longitud del cuerpo.

La confluencia de investigaciones apremia la continuidad en el andlisis
ecotoxicolégico del 2,4-D en este modelo de estudio, tomando en cuenta otros
pardmetros que proporcionen mas informacion sobre los efectos nocivos de este

herbicida en organismos no blanco.
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4. JUSTIFICACION

El 4cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) es uno de los herbicidas mas utilizados
en la agricultura por su alta efectividad y bajo costo; no obstante, el uso
indiscriminado de las diferentes presentaciones comerciales ha facilitado su
dispersion hacia otros compartimentos ambientales, lo que le confiere la cualidad
de contaminante quimico para las especies que habitan ecosistemas acuaticos.
La urgencia de investigar sobre los efectos ecotoxicol6gicos en organismos no
blanco como el modelo de agua dulce Daphnia magna, se debe a que los
individuos pueden bioacumular el 2,4-D en un corto periodo de tiempo con la
consecuente generacion de respuestas asociadas a cambios en su metabolismo,
fisiologia, estructura de sus tejidos y anomalias reproductivas, ademas de la
propagacion del 2,4-D en la cadena tréfica.

Por lo que en este trabajo se estudiara el impacto ecotoxicolégico agudo y
cronico en el modelo de estudio, mediante la evaluacién de parametros
bioguimicos, fisiol6gicos e histolégicos, paralelo al andlisis del comportamiento e
historia de vida a través de modelacién matematica, lo que contribuira a estimar
posibles riesgos ambientales promovidos por el 2,4-D a largo plazo y con ello

cimentar precedentes en la ecotoxicologia de ecosistemas de agua dulce.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Evaluar el impacto ecotoxicolégico de distintas formulaciones comerciales del

fenoxi-herbicida acido 2,4-diclorofenoxiacético en el modelo de agua dulce

Daphnia magna.

5.2 Objetivos particulares

Evaluar los efectos inducidos por dos formulaciones comerciales de 2,4-

D en D. magna relacionados con caracteristicas de su historia de vida.

Realizar un modelo matematico que prediga los cambios poblacionales

promovidos por el 2,4-D en D. magna.

Evaluar los efectos inducidos por dos formulaciones comerciales de 2,4-
D en D. magna relacionados con parametros fisioldgicos (frecuencia

toracica y frecuencia cardiaca) y comportamiento natatorio.

Identificar los perfiles proteicos que podrian considerarse como
biomarcadores asociados al estrés inducido por la exposicion aguda y

cronica de dos formulaciones comerciales de 2,4-D en D. magna.

Describir los cambios histolégicos por toxicidad aguda y crénica de dos

formulaciones comerciales de 2,4-D en D. magna.
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6. DIAGRAMA DE TRABAJO

Eleccion de las formulaciones
comerciales del herbicida 2,4-D

Desarrollo de cultivos de D. magna mediante la Estandarizacion de CEso mediante la

NMX-AA-087-5CFI-2010 NMX-AA-087-5CFI-2010
I
| Control | Ester Isobutilico 2,4-D | ’ Sal de Dimetilamina 2,4-D l
[ I T
[ | [ |
B : Parametros lisis d ibl
Historia de vida ciologi Comportamiento natatorio Andlisis de posible i i
‘ ‘ fisioldgicos | : expresion de proteinas Histologia
I I I \ |
[ e | [ e
{ .
toracico ) . |
* Pardmetros E . + Desplazamiento + SDS-Page Intesn_no
« Frecuencia ) ' « Ovario
poblacionales * Velocidad media
N cardiaca
* Tasa de natalidad y de nado
mortandad

I Modelacién matematica

\

Anilisis estadistico e
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7. METODOLOGIA

7.1 Estandarizacién para el desarrollo del cultivo para Daphnia magna

El mantenimiento adecuado de D. magna se consiguié a través del protocolo
establecido por la NMX-AA-087-SCFI-2010. Se iniciaron cultivos a partir de 20
individuos hembra con reproduccién asexual distribuidos en 200ml de agua dura
reconstituida (pH de 8.0 = 0.2) con dureza total de 250 mg/L y recambio dos
veces por semana. La alimentacion se efectu6 con alga Spirulina triturada de la
marca TetraVeggieTM a una concentracion de 250,000 células/ml cada tercer
dia. Asi mismo, los organismos se conservaron a temperatura ambiente (20 °C +

2 °C), expuestos a un fotoperiodo de 16 horas de luz por 8 horas de oscuridad (.

7.2 Eleccion de las formulaciones comerciales del herbicida 2,4-D
Con el fin de seleccionar los tipos de herbicidas comerciales a emplearse en la
evaluacion de los efectos toxicologicos del 2,4-D en D. magna, se realizo una

encuesta a productores en los municipios pertenecientes al estado de Puebla y
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en algunos de otros estados como Oaxaca, Veracruz, Sonora, Nayarit y
Guerrero.

El muestreo fue no probabilistico por conveniencia dada la facilidad de acceso,
se encuesto a 30 productores mayores a 18 afos. La estructura interna de la
encuesta se muestra en el anexo 1.

Ahora bien, la eficiencia en el proceso de medicion considera la validaciéon y
confiabilidad del instrumento, por tanto, la validez se determiné mediante el

célculo del alfa de Cronbach con el programa R studio version 4.2.1.

7.3 Tratamiento de los grupos experimentales

Con el objetivo de definir la concentracion subletal a utilizar de cada herbicida
para analizar el dafio ecotoxicologico a largo plazo, en primera instancia se
determiné la dosis efectiva media (CEso) de cada formulacion. Se realizaron
pruebas exploratorias a partir de los resultados preliminares que establece la hoja
de seguridad de los herbicidas y siguiendo la metodologia descrita por la NMX-
AA-087-SCFI-2010. El analisis estadistico se efectu6 a partir de Probit.
Utilizando la informacion de la CEso, se formaron 3 grupos experimentales, cada
uno constituido por 3 lotes de 10 individuos distribuidos en un volumen de 150
ml. En el primer grupo, los organismos fueron expuestos al herbicida que
contenia éster isobutilico 2,4-D a una concentracién de 0.5 mg/L. En el segundo
grupo los organismos se sometieron a una concentracion de 200 mg/L del
herbicida con sal de dimetilamina 2,4-D. Y finalmente, el tercer grupo fue utilizado
como control, conteniendo Unicamente agua dura reconstituida.

Durante un lapso de 21 dias, se evalu6 el efecto cronico de los herbicidas. Con
respecto a la historia de vida, los pardmetros fisiolégicos y comportamiento
natatorio de cada grupo, se realizé monitoreo en los dias 1, 2, 3, 6, 9, 12, 15, 18
y 21. Mientras que para la determinacion de las pruebas de SDS-Page y analisis

histol6gico se tomaron muestras a los dias 1, 2, 12 y 21 de exposicion.
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7.4Evaluaciéon de pardmetros de historia de vida de Daphnia magna

7.4.1 Dinamica poblacional

Los efectos de la toxicidad cronica inducida por los herbicidas en D. magna se
evaluaron mediante el monitoreo en las variaciones asociadas a la dinamica
poblacional. Para ello se registré el nimero total de neonatos, jovenes, adultos,
hembras gravidas, mudas y decesos. De esta manera se determind la estructura
y crecimiento poblacional, tasa de natalidad y mortalidad. Con los resultados
obtenidos, se realizO un modelado matematico a través de la ecuacion de
Gompertz y otra ecuacion propuesta para la exposicion a sal de dimetilamina 2,4-
D, con el fin de describir las afectaciones promovidas por el 2,4-D hacia el

crecimiento poblacional de D. magna en largos periodos de tiempo.

7.4.2 Parametros fisioldgicos

Como parametros fisioldgicos, se evaluaron la frecuencia cardiaca y movimiento
toracico de los organismos. Para su correcta evaluacion se siguio la metodologia
propuesta por Bownik et al. (2017). Se seleccion6 un individuo al azar de cada
tipo de estadio (neonato, joven y adulto) procedentes de los distintos tratamientos
y el grupo control. Cada individuo fue transferido a un portaobjetos, colocandolo
en una gota de solucion experimental con volumen aproximado de 35 ul.
Mediante el uso de una camara digital Moticam-X (con resolucion de 1.3 MP)
acoplada a un microscopio ZEISS® Primo Star con aumento total de 100x, se
grabd durante 1 minuto el movimiento del corazén y miembros toracicos. Estos
procedimientos se realizaron por triplicado. Para estimar la frecuencia cardiaca y
movimiento toracico, se procesaron los videos en el programa Tracker version
6.0.9, contabilizando cuadro por cuadro los latidos cardiacos y las contracciones
del térax durante 1 min.

7.4.3 Comportamiento natatorio

Las afectaciones en el comportamiento natatorio inducidas por los herbicidas se
determinaron mediante el monitoreo de los siguientes parametros: distancia

recorrida, velocidad media de nado y frecuencia media de salto, lo anterior
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nuevamente bajo lo propuesto por Bownik et al. (2017). Los ensayos de cada
uno de estos parametros se realizaron por triplicado, eligiendo un individuo al
azar de cada tipo de estadio (neonato, joven y adulto) procedentes de cada
grupo. Los videos fueron capturados a través de una camara digital Leica®
MC170 HD.

Para calcular la distancia recorrida los organismos fueron colocados en una caja
Petri de plastico de 12 mm de didmetro, constituida por un volumen de 12 ml de
la solucion experimental. Posterior a un periodo de aclimatacion correspondiente
a 20 min, se inici6 la grabacion de su desplazamiento durante un minuto.

Nota: Es importante destacar que el desplazamiento de los organismos
originalmente se realiza en 3 dimensiones (volumen), sin embargo, para facilitar
el procesamiento de la informacion, Unicamente se tomaron en cuenta 2
dimensiones (X y Y).

Con respecto a la frecuencia de salto, los organismos fueron dispuestos en
recipientes cilindricos pequefios con capacidad de 30 ml con 15 ml de solucion
experimental con una aclimatacion de 20 minutos en el nuevo recipiente, para
después grabar su frecuencia de salto durante un minuto.

Los videos fueron analizados a partir del Tracker version 6.0.9. Asi pues, se
registré el rastro con la consecuente obtencion de la distancia recorrida a fin de
calcular la velocidad media de nado (m/s). Paralelamente, se logréo la

cuantificacion cuadro por cuadro de los saltos generados (Bownik et al., 2017).

7.5 ldentificacion de perfiles proteicos

7.5.1 Obtencion de proteinas

El extracto proteico se consiguio aludiendo a la metodologia de Jordao et al.
(2015). Por tanto, se elabor6 un buffer homogeneizador con la siguiente
composicion: Tris-HCI 50 mM pH 7.6, sucrosa 0.5 M, KCI 0.15 M, Triton x-100 al
0.1%, 2-mercaptoetanol 1 mM, fenantrolina 0.1 mM, PMSF 0.1 mMy EDTA 1mM.

Veinte organismos se colocaron en un tubo Eppendorf de 1.5 ml con 500 pL
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buffer previamente preparado, para proceder a macerar las muestras con ayuda
de un homogeneizador. La mezcla se centrifug6é a 16000 rpm durante 10 min a
4°C (centrifuga marca Eppendorf® modelo 5424r). Los sobrenadantes se
alicuotaron y almacenaron a -20°C para su posterior analisis.

Las proteinas totales se cuantificaron mediante el método de Bradford (1976),

con una curva de calibracion de albdmina sérica bovina.

7.5.2 Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico
(SDS-PAGE)

Las muestras se desnaturalizaron a bafio seco (marca Labnet® modelo D1301)
a 95°C por 5 minutos, luego se diluyeron 1:5 para obtener 4 ug de proteina de la
muestra buffer de carga 5x (volumen final 30pl), el cual se prepar6 de la siguiente
manera para 10 ml: 0.3 g de azul de bromofenol, SDS al 10%, 2.5 ml de 2-
mercaeptanol, Tris-HCI 25mM pH 6.8, y glicerol al 50%. Se emple6 como
marcador de peso molecular el mix de proteinas pretefiidas PageRuler™, de 10
a 180 kDa (Numero de catélogo: 26616) de la marca Thermo Scientific™.

El gel concentrador fue preparado al 5% y se aplicé un voltaje de 60 V, mientras
gue el gel separador fue al 12% y se sometié a 110 V. Transcurrido el corrimiento
electroforético, el gel se tifid con azul Coomassie R-250 por una hora y media,
posteriormente se destifié durante 12 horas en agitacion (Green & Sambrook,
2012; Gonzaga Garita, 2021).

7.5.3 Busqueda de informacion de posibles proteinas expresadas

Las bandas de proteina se detectaron por medio del software Gel Analyzer
version 19.1, a la par se identificaron las bandas con mayor intensidad y volumen.
Respecto al peso molecular de las bandas, este se determind a partir de una
curva de correlacion logaritmica.

Con la informacion del peso molecular, se realizé una busqueda de proteinas
expresadas en D. magna usando como simil el peso molecular en la base de

datos del Centro Nacional para la Informacion Biotecnoldgica (NCBI).
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7.6 Histologia

El analisis histoldgico se efectué bajo el amparo de la técnica establecida por
Dey (2018), con las siguientes modificaciones para D. magna: los individuos
fueron expuestos a formol al 4% durante un lapso de 7 dias. Las muestras se
deshidrataron y blanquearon durante 30 minutos en agitacion con cada uno de
los siguientes reactivos mediante este orden: Alcohol etilico 70%, alcohol etilico
96%, alcohol etilico 96%, alcohol etilico 100%, alcohol etilico 100%, alcohol
etilico 100%, 50% alcohol etilico-50% xilol, xilol 100% y xilol 100%.

Los organismos se incluyeron en parafina durante 2 horas con recambio pasada
la primera hora (cuidando que la temperatura fuera de 56°C), posteriormente se
colocaron en moldes metéalicos cuadrados de 7mm x 7 mm x 7mm con parafina.
Las muestras de D. magna se seccionaron en serie a 5 ym en un micrétomo de
deslizamiento Leica® SM2010 generando cortes sagitales. Las secciones se
tiieron con hematoxilina y eosina (H&E), para la posterior visualizacion del tejido.
Para la identificacion de estructuras dafiadas se tomaron fotografias con una
camara digital Leica® MC170 HD acoplada a un microscopio ZEISS® Primo Star.
Se contabiliz6 en el numero de oocitos pertenecientes a cada organismo
seccionado y con el programa ImageJ se midi6 la anchura del intestino medio y
la pared intestinal, ademas de la longitud de las microvellosidades.

7.7Anélisis estadistico

La normalidad de las variables fue establecida a partir de la prueba Shapiro-Wilk.
Consecuentemente, los valores paramétricos se analizaron mediante analisis de
varianza tipo 1 (ANOVA) seguido de la prueba Tuckey como post hoc a fin de
determinar las diferencias entre grupos.

En el caso de los datos no paramétricos se aplico la prueba Kruskal Wallis, mas
una prueba de comparacion por pares entre niveles de grupo (pairwise). Todos
los analisis estadisticos se realizaron con un valor de significancia (a) de 0.05 en

el software R version 4.1.0.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Identificacion de formulaciones comerciales del herbicida 2,4-D mas
utilizadas

Se identificaron las formulaciones comerciales del herbicida 2,4-D mas utilizadas
por productores agricolas mexicanos por medio de la aplicacion de una encuesta.
La confiabilidad de la encuesta se estableciéo a partir del indice de Alfa de
Cronbach, el cual permite medir la confiabilidad de la consistencia interna que
conforma la encuesta, a través de la evaluaciéon de la magnitud en que los items
de un instrumento estan correlacionados (Oviedo & Campo-Arias, 2005). El
indice de Cronbach muestra un coeficiente que oscila entre 0 y 1, mientras mas
se acerca a 1, mayor sera la consistencia interna de la escala, es decir, los items
correlacionados presentan una interrelacion adecuada entre las preguntas o
incisos. El valor maximo esperado es mayor a 0.90, lo que indica que los
reactivos miden el mismo constructo y poseen homogeneidad, mientras que el
valor minimo aceptable para el coeficiente alfa de Cronbach es 0.60, por debajo
de ese valor, la consistencia interna de la escala es inaceptable (Gliem & Gliem,
2003; George & Mallery, 2003).

Esta encuesta se dividié en 2 dimensiones, la primera abarca los datos generales
de los encuestados, constituyendo a 3 items, y en la segunda, se contemplaron
preguntas enfocadas al tipo de cultivo y el uso de herbicidas, donde se emplearon
7 items. El alfa de Cronbach para toda la encuesta mostré un valor de 0.95, para
la primera dimension de 0.89 y de la segunda dimension de 0.92, asi, se muestra
gue la valoracion de la fiabilidad de los items analizados que conforman a la
encuesta resulta ser adecuada con una buena consistencia interna.

Los resultados de la encuesta (Figura 7) muestran que el 2,4-D es un compuesto
empleado en el control de maleza, con un porcentaje de uso del 49%. Los

herbicidas seleccionados con menor porcentaje al del 2,4-D fueron: glifosato
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(13%), paraquat (13%), atrazina (11%), y aquellos que contienen otros principios
activos en un 14% (como dicamba, nicosulfuron, mesotriona, fomesafen y
clethodim). Autores sefalan que el incremento sobre el manejo del 2,4-D en la
agricultura se debe principalmente a la eliminacion eficaz de herbaceas
resistentes a otros herbicidas (Freydier & Lundgren, 2016). Ademas, la
disminucién del uso de glifosato con respecto al 2,4-D en México, se debe a la
implementacion de acciones legales para la sustitucién gradual del glifosato por

compuestos quimicos alternativos (Diario Oficial de la Federacion, 2020).

m24-D mGlifosato mParaquat = Atrazina mOfros principios activos

Figura 7. Principales herbicidas empleados en la zona de estudio.

De acuerdo con la Figura 8, el éster isobutilico 2,4-D resulté ser la formulacion
de 2,4-D mas aplicada por los agricultores (50%), seguida por la sal de
dimetilamina 2,4-D (40%). Debido a su alta frecuencia con respecto a su uso en
campo, se buscaron marcas comerciales que tuvieran esas dos formulaciones.
El 10% restante refiere a mezclas de 2,4-D con sal triisopropanolamina picloram.
El 2,4-D con picloram es un herbicida post-emergente para el control de una gran
variedad de malezas de hoja ancha perennes anuales y de raices profundas
(Salla et al., 2019). El resultado de la combinacién de estos compuestos provoca
sinergismo como consecuencia de las interacciones quimicas, fisiolégicas o
cinéticas entre los productos (Vidal et al., 2010). Sin embargo, se descarto el uso
de este tipo de mezclas para la presente investigacién, dado que este estudio se
centra en los efectos inducidos por el 2,4-D, y no aquellos que involucren la
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combinacién del 2,4-D con otros principios activos.

Peterson et al. (2016) sefialan que la alta efectividad y resistencia frente a las
condiciones ambientales es una de las principales razones por las que el éster
isobutilico 2,4-D se emplea con mayor frecuencia en comparacion con otras
formulaciones de 2,4-D. Estas formulaciones de éster no se disocian ni se ionizan
cuando se disuelven en agua como lo hacen las formulaciones de amina y, por
lo tanto, no reaccionan con cationes provenientes del agua dura para formar
precipitados insolubles, lo que le confiere una mayor capacidad para ser

absorbido por la planta.

m Ester isobutilico 2.4-D m Sal de dimetilamina 2,4-D
m Otra formulacion de 2,4-D

Figura 8. Formulaciones de 2,4-D seleccionadas.

Con respecto a las marcas comerciales que contienen como principio activo 2,4-
D (Figura 9), en la encuesta destacé como la mas utilizada el Esteron 47M®, la
cual contiene éster isobutilico 2,4-D. Particularmente, este herbicida sobresale
por el alto grado de eficacia sobre la eliminacion de maleza (especialmente en
herbaceas de hoja ancha) del 90% segun la experiencia de los agricultores
(Figura 10). Sin embargo, no fue posible utilizarlo para este estudio, debido a que
actualmente ya no se vende en el mercado.

Otras dos marcas que contienen éster isobutilico 2,4-D fueron Dragonester 47°®
y Desmonte 4eb®, cada una con un porcentaje de uso del 9% (Figura 9). Para

poder discernir sobre cual de estos dos herbicidas emplear, se tomé en cuenta
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el porcentaje de eficacia (Figura 10), para Dragonester 47® fue del 70% y para
Desmonte 4eb® del 75%; de esta forma, se adquirid el herbicida comercial
Desmonte 4eb® para evaluar en D. magna los efectos ecotoxicol6gicos
provocados por el éster isobutilico 2,4-D.

La segunda presentacion mas utilizada (Figura 9) fue Fito Amina4c® (27%),
también se present6 Hervidex® (9%), ambas constituidas por sal de dimetilamina
2,4-D. Dado que Fito Aminaso® tuvo mayor porcentaje de uso, también se empled
para estudiar las respuestas ecotoxicoldgicas inducidas por la sal de

dimetilamina 2,4-D en D. magna.

m Esteron 47M® ® Fito Amina40® H Hervidex®
= Dragoester 47® m Desmonte 4eb®

Figura 9. Principales herbicidas comerciales del 2,4-D empleadas por los agricultores.

Dragoester 47® 1

Fito Aminad0® )

Hervidex® !

Desmonte 4eb® !

Marca del herbicida 2,4-D

Esteron 47TM® | i
0% 20% 40% 60% 80% 100%
Porcentaje de eficacia

Figura 10. Eficacia en el control de maleza de las principales marcas comerciales del 2,4-D de acuerdo
con los agricultores encuestados.




8.2 Evaluacion de los efectos inducidos por las presentaciones comerciales
del herbicida 2,4-D sobre la estructura poblacional de Daphnia magna

El primer objetivo especifico contempla la evaluacion de los efectos inducidos
por dos formulaciones comerciales de 2,4-D en D. magna, relacionados con
caracteristicas de su historia de vida.

Durante la evaluacion de toxicidad cronica se observé un cambio drastico en la
estructura poblacional (Tabla 3). Se identific6 una disminucion significativa en la
produccion de neonatos respecto al control. La falta de reproduccion y el
aumento en el nUmero de muertes repercute directamente sobre el crecimiento

poblacional de D. magna al generar un menor namero de jévenes y adultos.

Tabla 3. Estructura poblacional de D. magna durante 21 dias de exposicion.

Parametro evaluado Control Ester isobutilico Sal de dimetilamina
2,4-D 2,4-D
Numero de neonatos 168.5 +0.19¢ 50.33 £ 0.09° 9+02
Ndmero de jovenes 52 + QP 11 +£0.032 8.66 + 0.052
Namero de adultos 75.5+0.21° 37.66 +0.12° 8.66 = 0.052
Numero de muertos 7+0.142 26.33 £0.152 104 +0.15°

Los valores son medias + desviacion estandar. Diferencias significativas sefialadas por letras (ANOVA P <
0.05).

Al dividir a la poblaciéon de D. magna en 3 clases constituidas por neonatos,
jovenes y adultos, fue posible determinar cambios en la dinamica poblacional de
cada uno de los grupos experimentales (Figura 11). En condiciones normales se
registr6 un mayor niumero de neonatos (56%) con respecto a jovenes (18%) y
adultos (28%), lo cual es caracteristico de una poblacion sana capaz de
reproducirse y proliferar (LeBlanc, 1982). En el grupo sometido a éster isobutilico
2,4-D el porcentaje de neonatos fue del 51%, de jovenes del 38% y de adultos
del 38%, estos valores fueron significativamente menores respecto al grupo
control. Al haber nulo registro de neonatos para el tratamiento de sal de
dimetilamina 2,4-D, el porcentaje presente en el grafico representa a los

organismos sobrevivientes con los cuales se inicio la prueba de toxicidad, por lo
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tanto, la proporcion es la misma para neonatos, jovenes y adultos. De lo anterior,
se deduce que las presentaciones de 2,4-D provocan un desequilibrio en la
estructura poblacional de D. magna, con la consecuente omision del reemplazo
generacional por la disminucioén de la fecundidad en los individuos (Tabla 4).

70%

= Neonatos Jovenes m Adultos

60%
T 50%
ke)
(]
&
g 40%
o
E —
2 30%
(]
2
W 20% I

10% 1

0% .
Control Ester isobutilico 2,4-D Sal de dimetilamina 2,4-D
Tratamiento

Figura 11. Distribucion de las poblaciones de D. magna a 21 dias de exposicion.

En la Tabla 4 se muestra el impacto de los herbicidas comerciales de 2,4-D sobre
parAmetros de  historia de vida en las poblaciones monitoreadas.
Especificamente los organismos sometidos a una concentracion de 200 mg/L de
sal de dimetilamina 2,4-D presentaron expulsiones tempranas del embrion
(abortos), limitando completamente su reproduccion. Debido a ello no fue posible
registrar el tiempo de la primera reproduccion, reproduccion total y fecundidad.

El tiempo de la primera puesta mostrd un retraso de 4 dias para el tratamiento
con éster isobutilico 2,4-D respecto al grupo control. Ademas, se presentaron
otras singularidades asociadas a la reproduccioén total (nUmero de nacimientos a
21 dias de exposicion) y la fecundidad (estos dos parametros estan relacionados
ya que, a menor numero de neonatos por hembra, la reproduccion total tiende a
disminuir). En condiciones normales, la reproduccion total fue de
aproximadamente 158.5 neonatos, mientras que la fecundidad por parte de los
organismos consistié en aproximadamente 6 neonatos por hembra gravida. Los

grupos con éster isobutilico 2,4-D exhibieron reducciones significativas (P <
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0.05), la fecundidad de 3.6 neonatos por hembra gravida conlleva a una
reproduccion total de 40.33 neonatos.

La informacién bibliogréfica revisada hasta la fecha por nuestro grupo de trabajo,
no identificé referencias relacionadas con los efectos toxicolégicos cronicos del
éster isobutilico 2,4-D en la dinamica poblacional en D. magna asi como tampoco
para otros organismos no blanco, sin embargo, para sal de dimetilamina 2,4-D
hay registros ampliamente documentados para este tipo de variables de estudio,
por ejemplo; los datos previamente sefialados difieren con Moreira et al. (2022),
guienes mencionan no hallar efectos negativos inducidos por toxicidad crénica al
2,4-D en D. magna a nivel poblacional a una concentraciéon de 20 ug/L, sin
embargo, se han reportado irregularidades asociadas a parametros
poblacionales en otras especies como dipteros (Chironomus sancticaroli), peces
(Pimephales promelas) y anfibios (Xenopus laevis) (Coady et al., 2013,
DeQuattro & Karasov, 2016; da Silva Pinto et al., 2021). Aunque estos autores
no reportan la presencia de abortos, sus trabajos muestran reducciones en la
fecundidad o fertilidad, y declaran que estos efectos negativos podrian deberse
a anomalias reproductivas.

Finalmente se registro el nimero total de mudas, este parametro permite evaluar
el impacto asociado al estrés que genera el toxico sobre la dinamica poblacional
de los organismos. Segun Soetaert et al. (2006) se debe a la “hipotesis del costo
metabdlico”, donde se explica que en los modelos que involucran respuestas
fisioldgicas graduadas (metabdlicamente costosas) la tasa metabdlica tiende a
aumentar conforme se incrementan los niveles crecientes del toxico (Calow,
1989; Calow, 1990). No obstante, la cantidad de energia que se distribuye hacia
el crecimiento (produccién de mudas) y la reproduccién se reduce en respuesta
al estrés quimico, ya que mayoritariamente se dirige hacia procesos reparadores
(Soetaert et al., 2006). Lo anterior podria explicar el descenso en el nimero de
mudas ante la exposicion de 2,4-D, ya que los grupos sometidos a éster

isobutilico 2,4-D y sal de dimetilamina 2,4-D obtuvieron valores semejantes sobre
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este parametro, ambos significativamente diferentes respecto al control (P <
0.05).

Tabla 4. Parametros de historia de vida de D. magna tratada con 2,4-D.

Ester isobutilico Sal de dimetilamina

Parametro de historia de vida Control 2.4-D 2.4D
Tiempo de |a primera 902 13+0.01° 0°
reproduccion (dias)
R d ion total (nu
eproduccion total (ndmero g o, ) 19 40.33 +0.09b 0°
total de neonatos)
Namero de neonatos por . b b
hembra (fecundidad) 6.32+0.40 3.60+£0.01 0
Nimero de mudas 1455 +0.192 34 +0.04° 32 +0.08P

Los valores son medias + desviacion estandar. Diferencias significativas sefialadas por letras (ANOVA P <
0.05).

Es importante sefialar que la sal de dimetilamina 2,4-D provocd expulsiones
tempranas del embrion (abortos) en todas las hembras gravidas que constituian
a la poblacién, lo que implicé un crecimiento poblacional nulo.

Los embriones expulsados tenian diferentes etapas de desarrollo, entre 10 a 25
horas después de la ovulacion (Giardini et al., 2015), y se encontraron dispuestos
en grupo en el fondo del recipiente donde yacian las poblaciones, asi como
dentro de los exoesqueletos de los organismos (Figura 12).

Los parametros registrados en la Tabla 5 evidencian el inicio de los abortos a
partir del dia 12. Para toda la poblacion se genero un total de 94 abortos con una
produccion de 3.48 abortos por hembra gravida.

En D. magna existen reportes sobre la presencia de abortos ante la exposicion a
otros toxicos, siendo los mas estudiados; cianotoxinas, metales pesados como
el cadmio, fungicidas y el herbicida glifosato. En lo que concierne al 2,4-D,
Rodriguez & Pisan6 (1993) encontraron que la combinacién de éster
isobutoxietanol 2,4-D vy etil-paration provoca la pérdida del huevo (abortos) en los
cangrejos de la especie Chasmagnathus granulata, resalta que las referencias
gue citan a abortos causados por la sal de dimetilamina 2,4-D en otras especies

no blanco son escasas.
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Los resultados anteriores podrian deberse a la limitacion nutricional que causa la
sal de dimetilamina 2,4-D en Daphnia magna, dado que el 2,4-D es capaz de
bioacumularse en algas (Islam et al., 2018). Esta exposicion pudo haber causado
cambios en la calidad de las algas verdes utilizadas como alimento en la
evaluacion crénica con la consecuente generacion de afectaciones nutricionales
en los organismos. Por otro lado, se ha reportado por Bednarska & Slusarczyk
(2014) que la exposicion a téxicos causa una interferencia con el proceso de
recoleccion de alimentos, lo que eventualmente incrementa la frecuencia de los
movimientos de limpieza de las garras postabdominales, asi todas las particulas
de alimentos recolectadas (incluidas las comestibles) se desechan, con ello se
reduce la absorcion de alimentos, disminuyendo los recursos disponibles para la
reproduccion y maduracién del embrion. Ademas, aunado a la presencia de
malformaciones intestinales provocadas por el 2,4-D (véase analisis histolégico
de este trabajo), se aumenta la incapacidad de tener una buena nutriciobn que
favorezca también el desarrollo del embrién.

De esta manera, es posible que la poca energia obtenida se distribuya
menormente hacia eventos reproductivos (como el mantenimiento del embrién)
en consecuencia al estrés al toxico, provocando una reasignacion de la energia
gue permita hacer frente al estrés fisiologico y la desintoxicacion (da Silva Pinto
et al., 2021). Ademas, este patrén puede estar asociado con una designacion de
energia reducida de los organismos parentales a la siguiente generacion,

repercutiendo negativamente en su descendencia (da Silva Pinto et al., 2021).
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85 um

Figura 12. Expulsiones tempranas del embrién en D. magna ocasionadas por la sal de dimetilamina 2,4-D.
A) Dos embriones con edad aproximada de 10 horas después de la ovulacién dentro del exoesqueleto de
una hembra gravida. B) 6 embriones de aproximadamente 10 horas después de la ovulacién hallados al
fondo del recipiente. C) Tétrada de embriones de aproximadamente 25 horas después de la ovulacion
hallados al fondo del recipiente. D) Vista microscopica de un embrién expulsado con edad aproximada de
25 horas después de la ovulacion.

Tabla 5. Parametros asociados a los abortos inducidos por la sal de dimetilamina 2,4-D en D. magna.

Parametro evaluado Sal de dimetilamina 2,4-D
Tiempo del E)rlmer aborto 1240
(dias)
Total dg abortos (Numero de 94+ 0.18
embriones expulsados)
Abortos por hembra 3.48 £ 0.38

Por otro lado, se calcul6 tanto la tasa bruta de natalidad (Figura 12), como la tasa
bruta mortalidad (Figura 13) con el fin de mostrar el efecto de las distintas
formulaciones de 2,4-D respecto al nimero de nacimientos y decesos en
poblaciones de D. magna. Se observO que la natalidad disminuyé
significativamente (P < 0.05) en presencia de 2,4-D éster isobutilico, ya que se
obtuvo un total de 2.63 nacimientos por cada 10 individuos, mientras que el
control indica que por cada 10 individuos hay 5.34 nacimientos. Sobre la misma
linea, la tasa bruta de mortalidad del control fue de 0.23 decesos por cada 10
individuos, en tanto que para el 2,4-D éster isobutilico fue de 2.69 decesos por
cada 10 individuos, siendo evidente que entre estas dos poblaciones no hay
diferencia estadistica respecto a este parametro. En consecuencia a los abortos




producidos por la sal de dimetilamina 2,4-D y la nula reproduccion de los
organismos, la tasa bruta de natalidad es de O, ademas, al considerar a los
abortos como decesos, tenemos que este herbicida origina la mayor tasa de
mortalidad (16.91 decesos por cada 10 individuos). De esta manera, se
determind que la reduccion en la poblacion en presencia de éster isobutilico 2,4-
D y sal de dimetilamina 2,4-D se debe en gran parte a la influencia de cuestiones
reproductivas negativas.
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Figura 13. Tasa bruta de natalidad. Numero de nacimientos por cada 10 individuos. Diferencias
significativas sefialadas por letras (Kruscal Wallis P < 0.05).
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Figura 14. Tasa bruta de mortalidad. Numero de muertes por cada 10 individuos. Diferencias significativas
sefialadas por letras (ANOVA P < 0.05).
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8.3 Modelacion matematica del comportamiento poblacional de Daphnia
magna en presencia de 2,4-D como factor estresante
Con los resultados de historia de vida y dindmica poblacional se desarrollé un
modelo matematico, contemplado en el segundo objetivo especifico, que
permitiera detallar la proyeccion a futuro del comportamiento poblacional de D.
magna en presencia de las formulaciones comerciales de 2,4-D hacia periodos
prolongados de tiempo.
Asi pues, los organismos se clasificaron en tres etapas de acuerdo con su historia
de vida: neonatos, jévenes y adultos. Debido a la distribucion de los datos,
especificamente para las poblaciones control y expuesta a éster isobutilico 2,4-
D, se realizé el modelado a través de la ecuacion de Gompertz, la cual se
encuentra descrita por una curva sigmoidal misma que ha sido adaptada para la
descripcion de fendmenos biolégicos asociados al crecimiento poblacional,
siendo posible calcular la probabilidad de supervivencia de los organismos
(Casas et al., 2010).
Ecuacién de Gompertz:

p(t) =k (1)
K=capacidad de carga.
B=dia de méximo crecimiento.

C=tasa maxima de crecimiento.

En la Figura 14 se aprecia el desarrollo poblacional para D. magna en
condiciones de control a una proyeccion de 100 periodos y una capacidad de
carga de 250 individuos. La poblacién total posee un entorno Optimo para
proliferar mientras que la estructura poblacional se muestra estable y sana, ya
gue en su mayoria estd compuesta por neonatos. Sin embargo, para la poblacion
expuesta a éster isobutilico 2,4-D hay una evolucion temporal distinta al control.
Para éster isobutilico 2,4-D (Figura 15) existe un crecimiento poblacional lento,

ya que se requiere mayor cantidad de periodos para que aumente el nimero de
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individuos (150 periodos), no obstante, el incremento en la poblacion total resulta
ser menor respecto al grupo control, ya que se alcanza una poblacién total
méaxima de 93 individuos. A pesar de que la etapa predominante corresponde al
estado neonatal, el grafico muestra menor nimero para este sector (un maximo
de 49 individuos en 150 periodos), incluso el total de estos individuos es
ligeramente mayor a los adultos (un maximo de 36 individuos en 150 periodos).
Este declive indica que los organismos podrian presentar una potencial extincion
debido a la minima reproduccion (Heckmann et al., 2007). La disminucion en la
tasa de crecimiento poblacional y el nimero de individuos resulta ser inminente

debido a la reduccion en la fecundidad, pardmetro mostrado anteriormente.
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Figura 15. Modelado matematico de la estructura y crecimiento poblacional de D. magna en condiciones
de control.
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Figura 16. Modelado matematico de la estructura y crecimiento poblacional de D. magna expuesta a éster
isobutilico 2,4-D.
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Para la poblacidon expuesta a sal de dimetilamina 2,4-D no fue posible utilizar el
modelo de Gompertz, dado que los datos experimentales no muestran una tasa
de crecimiento a consecuencia de a los abortos que impiden la proliferacion de
los organismos. Ademas, la informacion obtenida se ajusta como una curva
trigonométrica continua decreciente.

De lo anterior, se investigaron otro tipo de modelos matematicos que se
asemejaran al comportamiento de la poblacion problema. Se encontré entonces
una variante del modelo de Gompertz denominada “ecuacién diferencial del
modelo Gompertz” la cual describe a la tasa relativa de crecimiento a partir de
una disminucién proporcional al logaritmo del numero de individuos, expresada
de la siguiente manera (Ramos & Gonzalez, 2020; Linarez Gonzales, 2019;
Garcia Vargas, 2020):

N _ .
o = ¢~ Klog[N(®)] (2)
C=tasa maxima de crecimiento.
K=capacidad de carga.

N=Numero de individuos.

Aludiendo a la ecuacion anterior, se observa la inminencia en la tasa maxima de
crecimiento poblacional, luego entonces el empleo de ésta misma en la
descripcion de la poblacion expuesta a sal de dimetilamina 2,4-D, resultd
imposible.

Bajo este contexto y debido a la falta de opciones para establecer un modelo que
se ajustara a los datos obtenidos, en este trabajo se propone una ecuacion que
muestre el decaimiento poblacional de D. magna en presencia a un toxico que

impida completamente su reproduccion:

p(t) =a— (Tan Y (bt —c)*d) (3)
a= Sobrevivencia de la poblacién.

b= NUmero minimo de individuos en la poblacion.
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c= Periodo cuando empieza la decadencia poblacional.

d= Expectativa de vida.

En la Figura 16 se observa la representacion grafica de la estructura y
decaimiento poblacional de D. magna con sal de dimetilamina 2,4-D. El
implemento de la funcidén trigonométrica arco tangente concede visualizar la
disminucién paulatina del numero de organismos. La sobrevivencia y la
expectativa de vida muestran el nimero de periodos que permiten mantener la
estructura poblacional con pocas reducciones, mientras que el nimero minimo
de individuos y el periodo cuando empieza la decadencia indican el inicio de un
descenso poblacional.

Con respecto a los datos, la poblacion que constituye a los adultos representa a
la poblacion total, debido a la ausencia de los otros estadios (neonatos y
jovenes). Asi, se observa que, si la poblacién inicia con 10 organismos, al
alcanzar la edad adulta hay una tendencia a mantener el nimero de individuos
durante periodos cortos de tiempo sin eludir la eventual extincion en el periodo
30, originada por la nula produccion de individuos que reemplacen a sus
progenitores.

En el caso de los jovenes, la disminucion en su poblacién ocurre en los primeros
periodos de exposicién, mientras que los neonatos decaen fuertemente en el
primer periodo debido a la ausencia de estos inducida por los abortos. La
modelacién matematica del comportamiento poblacional de D. magna muestra
gue las dos presentaciones de 2,4-D limitan el crecimiento poblacional, sin
embargo, se genera una proyeccion mas severa a largo plazo con la formulacién

de sal de dimetilamina 2,4-D, al modificar los eventos reproductivos.
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Neonatos Jovenes = Adultos
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Figura 17. Modelado matemético de la estructura y decaimiento poblacional de D. magna expuesta a sal
de dimetilamina 2,4-D.

8.4 Evaluacién de parametros fisiolégicos asociados a actividad de las
extremidades toracicas y frecuencia cardiaca

Respecto al tercer objetivo especifico, el cual contempla evaluar los efectos
inducidos por las formulaciones comerciales de 2,4-D en D. magna relacionados
con parametros fisiologicos, en este estudio se cuantific la actividad de las
extremidades toracicas (total de movimientos toracicos por minuto o frecuencia
toracica) y la frecuencia cardiaca (total de latidos por minuto). Estos indicadores
permiten evaluar los efectos fisioldgicos a largo plazo provocados por sustancias
guimicas toxicas, como puede ser las formulaciones de 2,4-D.

Para tal objetivo, los organismos se clasificaron en neonatos, jévenes, hembras
gravidas y adultos. Es importante resaltar que, para este apartado, en el caso de
la exposicion a sal de dimetilamina 2,4-D, para neonatos y jovenes solo se
registraron estos parametros para la toxicidad aguda, ya que, debido a los
abortos generados, su presencia en el medio de cultivo solo fue al inicio de la
prueba, por lo que no fue posible sacar conclusiones de la evolucién crénica de
la actividad de las extremidades toracicas y la frecuencia cardiaca para esos dos
estadios.

En la Figura 18 se encuentra el nUmero total de movimientos toracicos por minuto

generados durante 21 dias de exposicion. En condiciones normales, en todos los
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estadios la frecuencia toracica genera aproximadamente mas de 350
movimientos toracicos por minuto, con una tendencia a mantener ese numero de
movimientos a lo largo del tiempo.

El movimiento de los apéndices de los organismos expuestos a éster isobutilico
2,4-D disminuy6 en comparacion al grupo control. En el caso de los neonatos,
organismos que experimentaron una exposicion a 24 h, se registro la frecuencia
tordcica de 265 movimientos por minuto hasta alcanzar menos de 100
movimientos en el dia 21 (Figura 18 A), lo que representa una reduccion de mas
del 50%. A una toxicidad aguda para sal de dimetilamina 2,4-D hay 296
movimientos por minuto.

Por otro lado, los jévenes no mostraron diferencias estadisticamente
significativas (P > 0.05) (Figura 18 B), los organismos que correspondian al grupo
de éster isobutilico 2,4-D, comenzaron con 279 movimientos por minuto, con un
aumento a 316 movimientos para el dia 6, este valor se mantuvo con ligeras
reducciones (menores del 5%) durante un lapso de 8 dias. A partir del dia 15
hasta el dia 18 se generaron descensos marcados del 74% con finalmente 68
movimientos. Con la sal de dimetilamina 2,4-D la frecuencia toracica fue de 256
movimientos por minuto en toxicidad aguda.

Para las hembras gravidas (Figura 18 C) se detect6 disminucion significativa de
este parametro en los dos herbicidas en relacion con el control (P < 0.05), para
éster isobutilico 2,4-D, la poblacion tiende a mantenerse constante con 276
movimientos por minuto (23% menos que el control), pero con sal de
dimetilamina 2,4-D la frecuencia toracica inicia con 330 movimientos por minuto,
para el dia 9 se alcanzaron 284 movimientos, mientras que en el dia 15 se
registré un descenso (134 movimientos) hasta el dia 21 (131 movimientos).
Finalmente, en los adultos (Figura 18 D), la poblacion con sal de dimetilamina
2,4-D posee 362 movimientos toracicos en un inicio hasta llegar al dia 21 a 294
movimientos. En caso contrario, éster isobutilico 2,4-D es el tratamiento que

muestra diferencias significativas (P < 0.05), con un descenso de 304
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movimientos a 86 para el dia 21.

La actividad de las extremidades toracicas se encarga de la recoleccién de flujo
de agua permitiendo el paso de alimento y oxigeno al organismo, ya que los
apéndices se mueven ritmicamente para bombear agua a traves de la camara
de filtracidén (Tkaczyk et al., 2021). McMahon & Rigler (1963) mencionan que
previo a la ingesta de alimentos, D. magna debe filtrar el agua que lo acompana.
El agua es bombeada hacia la cavidad abdominal a través de los movimientos
toracicos. Las particulas de alimento son recolectadas mediante setas filtrantes
ubicadas en cuatro apéndices toracicos. Por medio de un movimiento de barrido,
el alimento se redirige hacia la cavidad oral, donde se colecta hasta que una onda
peristéltica del esofago lo lleva al intestino medio. De esta manera, la tasa de
recoleccion de alimentos se regula por accion de la tasa de filtracién. Sin
embargo, al haber una disminucion del movimiento de los apéndices toracicos,
la tasa de filtracion pierde efectividad, o que ocasiona que el alimento no sea
bombeado a la cavidad oral y en consecuencia hacia el intestino.

Bajo este contexto, es posible que al generar una reduccion sobre la frecuencia
torécica inducida por las dos presentaciones de 2,4-D, D. magna disminuya la
eficacia de su tasa de filtracion, en consecuencia, se reduce la adquisicion de
alimento que le proporcione energia. Asi, como perspectiva, es importante tomar

en cuenta y calcular la tasa de filtracion de D. magna ante la exposicion a toxicos.
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——Control neonatos. Sal de dimetilamina 2,4-D neonatos. —Control jovenes. Sal de dimetilamina 2,4-D jovenes.
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Figura 18. Evaluacion crénica de la frecuencia toracica (total de movimientos toracicos por minuto) en D.
magna expuesta a dos presentaciones comerciales de 2,4-D. A) Frecuencia toracica de neonatos (ANOVA
P < 0.05). B) Frecuencia tor4cica de jovenes (ANOVA P > 0.05). C) Frecuencia toracica de hembras
gravidas (ANOVA P < 0.05). D) Frecuencia toracica de adultos (ANOVA P < 0.05). Diferencias
significativas sefialadas por letras.

Respecto a la frecuencia cardiaca, en la Figura 19 se observa que en todos los
estadios existen diferencias significativas (P < 0.05) comparando entre
tratamientos experimentales. El control se mantuvo constante al pasar los dias,
con una frecuencia cardiaca aproximada de entre 215 y 226 latidos por minuto.
Sobre este parametro en neonatos (Figura 19 A), el éster isobutilico 2,4-D reduce
mas de un 60% respecto al control, por lo que en el primer dia hay una frecuencia
cardiaca de 85 hasta 59 latidos en el ultimo dia de exposicion. La sal de
dimetilamina 2,4-D genera 142 latidos a toxicidad aguda.

En jovenes (Figura 19 B) la toxicidad aguda de la sal de dimetilamina 2,4-D
provoca 178 latidos por minuto, mientras que en éster isobutilico 2,4-D hay una
reduccion paulatina (del 23%) que inicia con 88 latidos (60% menos que el grupo
control) y finaliza con 68 latidos.

La frecuencia cardiaca de las hembras gravidas (Figura 19 C) es mayor para sal
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de dimetilamina 2,4-D (con aproximadamente 117 latidos por minuto a lo largo
de los dias) en comparacion con el éster isobutilico 2,4-D (se empieza con 92
latidos hasta 61 latidos en el Ultimo dia), este comportamiento es parecido al de
los adultos (Figura 19 D), ya que en el grupo con sal de dimetilamina 2,4-D se
empieza con 117 latidos finalizando con 114 latidos, y con éster isobutilico 2,4-D
los adultos comienzan con 97 latidos llegando al dia 21 con 82 latidos.

En un estudio realizado por Presig & Vero (1983) se describioé que en condiciones
normales D. magna genera 300 latidos por minuto, sin embargo, la exposicién a
6 horas con sal de sodio 2,4-D reduce la frecuencia cardiaca a 60 latidos. La
descripcion de este parametro en D. magna por parte de otros autores es nula
para éster isobutilico 2,4-D y sal de dimetilamina 2,4-D, ya sea en evaluaciones
de toxicidad aguda o cronica.

Se ha identificado para especies con corazén electrogénico, que el 2,4-D ejerce
un efecto negativo sobre las uniones comunicantes de células miocérdicas,
Papaefthimiou et al. (2002) investigaron la accion del 2,4-D disuelto en solucién
salina oxigenada sobre el corazon aislado de la abeja melifera (Apis mellifera), y
sugieren que el 2,4-D genera cambios en el intercambio i6nico de las células
miocardicas, conduciendo a una descoordinacién de su contraccion y en
consecuencia la disminucion en la frecuencia cardiaca. Sin embargo, es
importante tomar en cuenta que el corazén de D. magna es miogénico, por lo
gue su actividad inicia en el musculo cardiaco con independencia de la
estimulacién neuronal, metabdlica y hormonal (Kaas et al., 2009).

Lo anterior conduce a reconocer la importancia en futuras investigaciones que
profundicen en las consecuencias generadas por la exposicion a 2,4-D a nivel
celular tales como la disminucion en la frecuencia cardiaca en D. magna, o en

general para invertebrados con corazén miogénico.
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——Control neonatos, Sal de dimetilamina 2,4-D necnatos. —Control jévenes. Sal de dimetilamina 2,4-D jovenes.
Ester isobutilico 2,4-D neonatos. Ester isobutilico 2,4-D jévenes.
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Figura 19. Evaluacion crénica de la frecuencia cardiaca (total de latidos cardiacos por minuto) en D.
magna expuesta a dos presentaciones comerciales de 2,4-D. A) Frecuencia cardiaca de neonatos
(ANOVA P < 0.05). B) Frecuencia cardiaca de jovenes (ANOVA P < 0.05). C) Frecuencia cardiaca de
hembras gravidas (ANOVA P < 0.05). D) Frecuencia cardiaca de adultos (ANOVA P < 0.05). Diferencias
significativas sefialadas por letras.

8.5 Evaluacién del comportamiento natatorio

El comportamiento natatorio de D. magna es complejo, multiparamétrico y
considerado como uno de los biomarcadores de toxicidad méas sensibles
(Bownik, 2017) puesto que puede caracterizarse por varios parametros que
reflejan los cambios inducidos por diversos compuestos. En esta seccién, para
complementar el tercer objetivo especifico, se evalué el efecto crénico de las
formulaciones comerciales del 2,4-D sobre la frecuencia de salto, el
desplazamiento y la velocidad media de nado en los individuos.

Nuevamente los organismos se clasificaron en neonatos, jovenes, hembras
gravidas y adultos, y para la poblacion con sal de dimetilamina 2,4-D, la
explicacion de los cambios natatorios inducidos por la toxicidad crénica del

herbicida se limitd Unicamente a hembras gravidas y adultos.
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En la Figura 20 se muestra la frecuencia de salto (nUmero de saltos por minuto)
generada por los distintos estadios, destacando la presencia de diferencias
significativas (P < 0.05) entre los grupos experimentales. En condiciones
normales tanto los neonatos como los jovenes (Fig. 20 A y B) poseen una
frecuencia constante de 120 saltos.

Sin embargo, la exposicion a éster isobutilico 2,4-D provoca reducciones
mayores al 40% respecto al grupo control. En neonatos se inicié con 69 saltos
en su primer dia, hasta 49 saltos en el dia 21 (disminucién del 29% durante la
prueba croénica), y en jovenes se empez6 con 63 saltos, terminado con
Unicamente 36 saltos (cuya reduccién resulté ser del 43%). Ademas, la sal de
dimetilamina 2,4-D propici0 92 saltos en neonatos y 96 saltos en jovenes
expuestos a toxicidad aguda (Fig. 20 Ay B).

La frecuencia de salto de hembras gravidas y adultos (Figura 20 C y D) en control
€S mayor a neonatos y jovenes, 36 saltos en principio y con el pasar de los dias
disminuciones menores (del 7%) debido a la edad de los individuos, llegando a
126 saltos en un lapso de 21 dias.

Para las hembras gravidas en éster isobutilico 2,4-D se observa que la frecuencia
de salto oscila desde 53 saltos hasta 41 saltos finalizada la prueba, mientras que
en sal de dimetilamina 2,4-D se inicia con 89 saltos y termina con 53 saltos
(Figura 20 C). En adultos, el éster isobutilico 2,4-D provoco 62 saltos al inicio del
monitoreo hasta llegar inicamente 25 saltos en el dia 21, por otro lado, la sal de
dimetilamina 2,4-D provoca 91 saltos en principio y finaliza con 70 saltos (Figura
20 D).

D. magna se mueve con una serie de saltos caracteristicos generados por el
latido ritmico de las segundas antenas, este movimiento genera una frecuencia
de salto, la cual, resulta ser un parametro que proporciona informacion detallada
sobre la neurotoxicidad potencial de un compuesto y sus efectos sobre la
regulacion y el nivel de contracciones musculares (Bownik et al., 2017). Algunos

contaminantes alteran la frecuencia de salto en D. magna, ya que actian como
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sustancias depresoras del sistema nervioso permitiendo el aumento del periodo

de tiempo entre cada salto, lo que a su vez puede alterar la velocidad general de

natacion (Bownik et al., 2017). En este trabajo, se muestra que las dos

presentaciones 2,4-D inducen afectaciones sobre la frecuencia de salto en D.

magna, provocando su disminucion paulatina ante una exposicién cronica, e

incluso se observan consecuencias mas severas con la formulacién de éster

isobutilico 2,4-D. Aunque no existe informacion en la literatura que indique que

el 2,4-D provoque afectaciones neurotdxicas asociadas al sistema locomotor y

movimientos musculares en D. magna, en otras especies como en ratas, se ha

sefialado que el éster isobutilico 2,4-D puede ser una sustancia depresora,

responsable de la descoordinacion motora (Bernard et al., 1985).
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Figura 20. Evaluacién cronica de la frecuencia salto (total de saltos por minuto) en D. magna expuesta a
dos presentaciones comerciales de 2,4-D. A) Frecuencia de salto en neonatos (ANOVA P < 0.05). B)
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sefialadas por letras.
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La Figura 21 destaca el desplazamiento (metros recorridos en 1 minuto)
generado por los distintos estadios de D. magna expuesta a 2,4-D. Se distingue
gue en condiciones normales, los neonatos (Figura 21 A) poseen un
desplazamiento decreciente (del 12%) en los primeros dos dias, que va desde
0.1347 m a 0.1057 m, después presenta un comportamiento constante del dia 2
hasta el dia 9, posteriormente disminuye (un 40%) de 0.1046 m a 0.0628 m entre
los dias 9y 12, con un pequefio incremento del 29% hasta el dia 21. Con el éster
isobutilico 2,4-D en los neonatos se presentan aumentos mayores del 10%
respecto al control durante los primeros dos dias de tratamiento (toxicidad
aguda), en 24 horas se alcanz6 0.1478 m llegando hasta 0.1747 m a las 48 horas
de exposicion, a partir del dia 3 hasta el dia 18 existe una disminucién mayor del
15% sobre este parametro (de 0.1497 m a 0.0736 m), y finalmente se obtiene un
decaimiento pronunciado (del 61%) en el dia 21 (0.0285 m). En sal de
dimetilamina 2,4-D, hay un incremento del desplazamiento en los primeros 2
dias, el cual es de 0.0982 m (27% mayor al grupo control).

El desplazamiento en jévenes (Figura 21 B) bajo condiciones normales muestra
un comportamiento constante, con variaciones minimas menores del 5% que van
desde 0.1257 m en sus primeros dias, hasta 0.1202 m a 21 dias de evaluacion.
La sal de dimetilamina 2,4-D empieza con 0.1478m hasta 0.1351m en toxicidad
aguda, mientras que en éster isobutilico 2,4-D inicia con 0.1657 m, finalizando la
prueba con 0.0613 m de desplazamiento (cuya reduccién es del 53% respecto al
inicio de la prueba cronica).

Las hembras gravidas (Figura 21 C) en condiciones normales muestran aumento
del 58% en su desplazamiento hasta el dia 15 (0.2486 m), para después
mantenerse constante al finalizar la prueba (0.2479m). La exposicién a sal de
dimetilamina 2,4-D exhibe un comportamiento decreciente con el paso del
tiempo, ya que inicia con 0.2097 m alcanzando 0.1215 m para el dia 21,
mostrando una reduccion del 58% desde el primer dia de exposicién hasta el

altimo. En éster isobutilico 2,4-D hasta el dia 12 se obtiene un desplazamiento
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0.0561 m, en los dias restantes se genera una tendencia creciente, donde se
alcanza 0.0829 m en el fin de la prueba.

En el caso de los adultos, el desplazamiento (Figura 21 D) para el grupo control
inicia con 0.1786 m/s y se prolonga hasta 0.2141 m en el dia 18, seguido de un
menor desplazamiento a partir del dia 21 con 0.1793 m. Con éster isobutilico 2,4-
D, se observa un deterioro en el desplazamiento que empieza con 0.1804 m
hasta 0.0369 m para el dia 21. Con sal de dimetilamina 2,4-D se manifesté un
comportamiento constante, 30% mayor a los datos de control.

Es importante resaltar que, respecto a este parametro, Unicamente hubo
diferencias significativas entre tratamientos experimentales en el estadio de
adultos (P < 0.05). Lo descrito con anterioridad puede sustentarse bajo el
supuesto de priorizacion de energia, por lo que la cantidad de energia que se
distribuye para llevar a cabo el desplazamiento de los organismos se reduce al

anteponer los procesos reparadores (Soetaert et al., 2006).
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Figura 21. Evaluacién del desplazamiento (m) realizado por D. magna durante un minuto expuesta a dos
presentaciones comerciales de 2,4-D. A) Desplazamiento de neonatos (Krukal Wallis P > 0.05). B)
Desplazamiento de jovenes (Krukal Wallis P > 0.05). C) Desplazamiento de hembras gravidas (Krukal
Wallis P > 0.05). D) Desplazamiento de adultos (ANOVA P < 0.05). Diferencias significativas sefialadas
por letras.

Finalmente, la Figura 22 muestra la velocidad media de nado (m/s) producido por
los distintos estadios de D. magna, destacando la presencia de diferencias
significativas en neonatos y en adultos (P < 0.05).

En condiciones normales, los neonatos (Figura 22 A) poseen una velocidad
constante en los primeros nueve dias (0.000021 m/s), a partir del dia 12 la
velocidad alcanza 0.00004688 m/s, obteniendo para el dia 21 un valor maximo
de 0.00006 m/s. Sin embargo, con éster isobutilico 2,4-D se inicia con un valor
elevado de 0.00015 m/s, el cual decae hasta 0.00009 m/s para el dia 12, después
se presenta un comportamiento constante hasta el dia 18 (0.000063 m/s), pero
disminuyendo a 0.000025 m/s para el dia 21. Para neonatos en sal de
dimetilamina 2,4-D a 24 horas de exposicion se registr6 0.000094 m/s,

decayendo hasta 0.000071 m/s al término de la prueba de toxicidad aguda.
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La velocidad media de nado en jovenes (Figura 22 B) muestra que el control
inicia con 0.00016 m/s y finaliza con 0.00013 m/s. Mientras tanto, la velocidad
con sal de dimetilamina 2,4-D en toxicidad aguda va de 0.00015 m/s hasta
0.00016 m/s. En éster isobutilico 2,4-D se presenta un incremento en la velocidad
a mas del 10% respecto al control, con un pico maximo en el dia 6 (0.00017 m/s),
para luego generar un comportamiento decreciente, obteniendo en el dia 18 un
valor de 0.00015 m/s.

Con las hembras gravidas (Figura 22 C) se observa que, en condiciones 6ptimas,
al principio su velocidad es de 0.00027 m/s, posteriormente posee un
decaimiento del 48% hasta el dia 9 (0.00013 m/s), para luego incrementar para
el dia 21 a 0.00037 m/s. El tratamiento con éster isobutilico 2,4-D exhibe un
comportamiento similar al control, con una velocidad inicial de 0.00023 m/s, su
potencial disminucion a 0.000074 m/s para el dia 9 y su posterior aumento hasta
(0.00027 m/s) en el dia 18. La sal de dimetilamina 2,4-D mostrd un inicio en la
velocidad de 0.00010 m/s llegando hasta el dia 12 con un valor maximo de
0.00026 m/s, para el dia 18 unicamente alcanzé una velocidad de 0.00010 m/s.
La velocidad de nado en adultos (Figura 22 D) del grupo control inicia con
0.00027 m/s y termina con 0.00032 m/s en el dia 21. Para los adultos en éster
isobutilico 2,4-D hay un aumento en la velocidad del 63% ya que la velocidad
inicial es de 0.00011 m/s y alcanza el dia 15 con un valor maximo de 0.00018
m/s, al finalizar la prueba, la velocidad resulta en 0.0000079 m/s. Con sal de
dimetilamina 2,4-D se generd el mismo comportamiento que control, pero con
valores menores, se inicio con 0.00021 m/s, hasta el dia 12 se alcanz6 0.00017
m/s y para el dia 18 se obtiene una velocidad de 0.00025 m/s.

Dodson et al. (1995) reportan que, en respuesta a estrés quimico, el género
Daphnia puede presentar cambios sobre su velocidad de nado. Estos autores
puntualizan que la irritacion causada por los contaminantes, pueden potenciar el
riesgo de depredacion, ya que, al alterarse la velocidad de nado, se aumenta la

probabilidad de contacto para los depredadores tactiles (como dipteros del
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género Chuoborus), ademas de llamar la atencion de depredadores visuales
(como peces). De esta manera, no solo se amenaza la estabilidad de las
poblaciones bioldgicas, a la par se promueve la propagacion del 2,4-D en la
cadena tréfica, ya que los residuos de este compuesto terminarian siendo
bioacumulados en los depredadores de D. magna, causando a su vez en estos

animales anomalias fisiologicas y efectos negativos (Islam et al., 2018).
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Figura 22. Evaluacién cronica de la velocidad media de nado (m/s) en D. magna expuesta a dos
presentaciones comerciales de 2,4-D. A) Velocidad media de nado en neonatos (Krukal Wallis P < 0.05).
B) Velocidad media de nado en jovenes (Krukal Wallis P > 0.05). C) Velocidad media de nado en hembras
gravidas (Krukal Wallis P > 0.05). D) Velocidad media de nado en adultos (Krukal Wallis P < 0.05).
Diferencias significativas sefialadas por letras.
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8.6 Identificacion de posibles perfiles proteicos asociados al estrés
inducido por toxicidad aguday cronica del 2,4-D

El cuarto objetivo especifico de este trabajo consistid en identificar perfiles
proteicos que podrian considerarse como biomarcadores asociados al estrés
inducido por el 2,4-D en D. magna.

La Figura 23 muestra el corrimiento electroforético de proteinas totales de D.
magna posterior a la exposicion a éster isobutilico 2,4-D, mientras que la Figura
24 muestra el corrimiento electroforético de proteinas totales ante una exposicion
a sal de dimetilamina 2,4-D. Con la determinacion del peso molecular de cada
banday la busqueda de informacion se identificaron las siguientes proteinas para

cada uno de los tratamientos (Tabla 6 y 7).

Se han identificado proteinas de la familia CEP (C-terminally encoded peptide)
en D. magna. El peso molecular de la proteina CEP164 coincide con la banda
numero 1 (164 kDa) que corresponde a una exposicion a 24 horas, 48 horas, 12
y 21 dias de tratamiento con éster isobutilico 2,4-D, ademés del control. La
proteina CEP135 podria ser ubicada en la banda namero 2 (135 kDa) tanto en el
grupo control como en el grupo asociado a tratamiento con sal de dimetilamina
2,4-D durante 12 y 21 dias. La proteina CEP97 (97 kDa) coincidid en peso
molecular con la banda nimero 4 que alude a la exposicién a éster isobutilico
2,4-D (incluso estas bandas formaron parte de aquellas que tuvieron mayor
intensidad en el gel a una exposicién a 24 horas, 48 horas, 12 y 21 dias mas el
control) y sal de dimetilamina 2,4-D (exposicién a 12 y 21 dias, bandas con
intensidad menos pronunciada en comparacion con la exposicion a éster
isobutilico 2,4-D).

De acuerdo con la informacién recopilada por Kumar et al. (2013), el centrosoma
es una estructura celular cuya funcion se relaciona con la citocinesis y la
formacion de microtubulos, y la regulacion de las actividades de esta estructura
son mediadas por proteinas de la familia CEP. En primer lugar, CEP164 es una

proteina mediadora requerida para el mantenimiento de la estabilidad genomica
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y desempefa un papel fundamental sobre las divisiones nucleares, estas
evidencias sugieren que CEP164 se expresa también para controlar los
trastornos relacionados con dafos en el ADN. En segundo lugar, CEP135 regula
la biogénesis del centriolo y el proceso de duplicaciéon del centrosoma. Y
finalmente, CEP97 influye sobre la formacion de cilios primarios en células en
crecimiento. Dafos durante la citocinesis, en la formacion de microtdbulos o la
ciliogénesis pueden ser regulados por estas proteinas. No se ha detectado que
el 2,4-D cause este tipo de dafios, sin embargo, se insiste en analisis que

profundicen en los posibles efectos no reportados hasta el momento.

Debido al peso molecular (70 kDa) de la banda 4 en los grupos control y todos
los tratamientos de éster isobutilico 2,4-D y sal de dimetilamina 2,4-D, la banda
podria asociarse a expresion de proteinas HSP70. Mientras que la banda numero
7 (60 kDa) del gel correspondiente a sal de dimetilamina 2,4-D podria tratarse de
HSP60 expresada a 24 horas, 48 horas, 12 y 21 dias de exposicién.

Se ha reportado que un ejemplo de biomarcador inducido por el 2,4-D es la
expresion de la proteina HSP70 (Villalobos et al., 2006; Park et al., 2010). La
familia de proteinas de choque térmico HSP son chaperonas de respuesta al
estrés celular, de las cuales HSP70 (70 kDa) resulta ser la méas estudiada,
especialmente en invertebrados acuaticos (Park et al., 2010). La regulacion de
su expresion en eucariotas depende de la activacion del factor de transcripcion
HSF, ya que su unién a HSP70 en el citoplasma forma un homotrimero que migra
al nucleo e interactia con elementos asociados al choque térmico en la regién
promotora de los genes HSP, lo que conduce a su transcripcion (Ait-Aissa et al.,
2000). Se ha planteado la posibilidad de que su expresion se debe a que el 2,4-
D podria inducir dafios oxidativos y cambios en el sistema endocrino de los
organismos (Park et al., 2010). Se ha detectado un nivel alto de expresion de
proteinas HSP en organismos expuestos a 2,4-D, donde se incluye al condrictio
Squalus acanthias y al diptero Chironomus riparius (Villalobos et al., 2006; Park
et al., 2010).
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Continuando con el analisis, la banda namero 7 (45 kDa) presente en el grupo
control y en el grupo expuesto a 12 y 21 dias a éster isobutilico 2,4-D, asi como
la banda numero 9 de 45 kDa (con intensidad altamente pronunciada)
correspondiente al grupo control y a todos los tratamientos con sal de
dimetilamina 2,4-D, poseen un peso molecular similar a el factor 45 de Splicing
(SPF45).

Martin et al. (2021) mencionan que SPF45 es un factor de empalme que se ha
relacionado con diferentes procesos y vias bioldgicas. Esta proteina forma un
complejo que regula eventos de empalme alternativos. SPF45 controla la
expresion de proteinas asociadas a la proliferacion, la progresion del ciclo celular
y resistencia a la apoptosis de lineas celulares. De lo anterior se dilucida la
potencialidad de esta proteina como biomarcador en toxicidad que conlleve

muerte celular.

La banda 9 (36 kDa), la méas intensa en todo el gel, ubicada en todos los
tratamientos con éster isobutilico 2,4-D y la banda 12 (36 kDa) ubicada en todos
los tratamientos con sal de dimetilamina 2,4-D, siendo mayor su intensidad
durante exposicion aguda a 24 y 48 horas, podria representar a la proteina
ubiquitina ligasa E3 CHIP.

De acuerdo con la informacion proporcionada por Wang et al. (2020), la
transferencia de ubiquitina a una proteina sustrato es mediada por proteinas
ubiquitina ligasa E3. La proteina CHIP es una ubiquitina ligasa E3 dependiente
de chaperonas, la cual interactia con las proteinas como HSP70. La formacion
de complejos proteicos conformados por CHIP y proteinas chaperonas facilita la
interaccion con los sustratos que se buscan ubiquitinar. Debido a ello, se prevé
gue, si se tiene la expresion de HSP70, también es posible la expresion de
proteina CHIP para llevar a cabo procesos de ubiquitinacién, tal y como muestra
este trabajo. Y sobre su funcion se ha propuesto que CHIP controla la
homeostasis del plegamiento de proteinas en el sistema inmunoldgico,

neurolégico y 6seo. En D. magna se ha identificado la expresion de esta proteina
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ante la exposicion a bisfenol-A, quimico clasificado como un disruptor endocrino
que provoca efectos adversos en el desarrollo, reproduccion, neurologia e

inmunidad de los organismos (Jeong et al., 2013).

En el gel de corrimiento electroforético de proteinas totales de D. magna
expuesta a sal de dimetilamina 2,4-D se ubic6 que a la banda nimero 3 con un
peso molecular de 110 kDa, y aunque estuvo presente en todos los tratamientos,
hubo mayor intensidad después de 12 y 21 dias de tratamiento. Esta banda
puede asociarse a la proteina enrollada centriolar de 110 kDa (Ccp110).

Ccpl10 es supresor clave de la ciliogénesis, esta proteina se expresa en mayor
medida cuando las células entran en fase S y se encarga de cubrir los extremos
distales de los centriolos en células no ciliadas para evitar su elongacién (Yadav
et al., 2016). A medida que las células comienzan a desarrollar un cilio, Ccp110
se degrada para poder llevar a cabo la ciliogénesis (Yadav et al., 2016). Esta
proteina también interactia con otras proteinas como CEP97 (mencionada
anteriormente) para formar un complejo proteico que regula negativamente la
ciliogénesis, de igual forma, evita la formacion de ciliopatias (Yadav et al., 2016).
Las ciliopatias son una condicion que puede desarrollarse por estresores
ambientales, y aunque no se menciona al 2,4-D, se detecta como un posible
riesgo ante la exposicion a contaminantes ambientales como metales pesados
(Sarkar & De, 2016).

Sobre la misma linea, la exposicién aguda a sal de dimetilamina 2,4-D revel6 la
presencia de la banda numero 6, con peso molecular de 65 kDa, la cual podria
tratarse de una proteina flavoenzima glutation tiorredoxina reductasa (TRxR).
Tang et al. (2019) reconocen gue esta proteina se expresa en D. magna cuando
hay produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS). El dafio oxidativo
causado por las ROS es eliminado por los sistemas de defensa antioxidantes,
gue consisten enzimas como las tiorredoxinas. Estas proteinas deben
mantenerse en estado reducido, accion que se logra mediante las proteinas

TRXR. La exposicibn a diversas tensiones ambientales, como el herbicida
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paraquat, cadmio, luz ultravioleta y los microplasticos, genera la expresion del
gen TRxR. Paralelamente, se ha observado que el 2,4-D es inductor de ROS
(Islam et al., 2018), por lo que esta proteina pudiera tener un papel importante

sobre la regulacion de estrés oxidativo.

En el caso de los grupos expuestos a éster isobutilico 2,4-D, el corrimiento
electroforético de proteinas totales mostro la presencia de bandas con pesos
moleculares de 145 kDa, 125 kDa (bandas con una de las mayores intensidades
en todos los tratamientos), 48 kDa, 38 kDa (nuevamente bandas con una de las
mayores intensidades en todos los tratamientos), 32 kDa (bandas con mayor
intensidad a una exposicién de 21 dias y en el control), y 25 kDa. Mientras que
el corrimiento electroforético con sal de dimetilamina 2,4-D evidenci6 a bandas
con pesos moleculares de 170 kDa (presentes Unicamente a un tratamiento
aguda), 48 kDa, 38 kDa, 37 kDa, 32 kDa (destacando su intensidad a 12 y 21
dias de exposicidn), y 28 kDa (con mayor intensidad a 12 de exposicion). Sin
embargo, no se encontré informacion en la base de datos de proteinas en D.
magna que permitiera la identificacion de proteinas relacionadas con estas
bandas o de su expresién a causa de la exposicion a presentaciones de 2,4-D
en otras especies. De ahi la importancia en estudios que ahonden en la
busqueda de proteinas homologas en D. magna que pudieran ser expresadas en
distintas especies a causa de efectos asociados a toxicos relevantes como el 2,4-
D.
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Figura 23. Corrimiento electroforético de proteinas totales de D. magna expuesta a toxicidad aguda y
crénica de éster isobutilico 2,4-D.
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Figura 24. Corrimiento electroforético de proteinas totales de D. magna exbuesfa a toxicidad aguda y
crénica de sal de dimetilamina 2,4-D.
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Tabla 6 Posibles proteinas expresadas en D. magna ante la exposiciéon aguda y crénica con éster
isobutilico 2,4-D.

Peso Tratamiento con éster isobutilico 2,4-D
Banda | Molecular Control | 24 horas | 48 horas | 12dias | 21dias Funcién Cédigo
aproximado de de de de NCBI
(kDa) exposicion | exposicion | exposicion | exposicion
Organizaci-
1 164 CEP164 | CEP164 CEP164 CEP164 CEP164 de r?]?cro- 116917735
tubulos
145 - - - - - - -
[2)
3 125 g - - - - - - -
§ Regulador
4 97 S | cEP97 | CEP97 | CEP97 | CEP97 | cEpgy |Megatvode | .o 5818
3 la ciliogéne-
0 sis
c
5 70 S | HSP70 | HSP70 | HSP70 | HsSP70 | Hspro | Chaperona | qq957964
o proteica
o
6 48 § - - - - - - -
7 45 = | SPF45 NP NP SPF45 | SPF45 'j"m'nac'on 116928389
] e intrones
8 38 e - - - - - - -
E3 Degradaci-
A E3 E3 E3 E3 6n de
ubiquiti- ubiquitin | ubiquitin | ubiquitin | ubiquitin proteinas
9 36 na I I i I . 116925927
ligasa aligasa | aligasa | aligasa | aligasa mediada
CHIP CHIP CHIP CHIP por
CHIP L
ubiquitina
10 32 - - - - - - -
11 25 - - - - - - -

No present6 banda (NP). Informacién no identificada (-). En negritas, bandas con mayor intensidad.
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Tabla 7. Posibles proteinas expresadas en D. magna ante la exposicion aguda y cronica con sal de
dimetilamina 2,4-D.

Peso Tratamiento con sal de dimetilamina 2,4-D
molecular 24 horas | 48 horas 12 dias 21 dias 04 Codigo
Banda aproximado Control de de de de Funcion NCBI
(kDa) exposicion | exposicién | exposicion | exposicion
1 170 - - - NP NP - -
2 135 CEP135 NP NP CEP135 | CEP135 | BIO9Enesis | 446931090
del centriolo
Regulador
3 110 Ccpl10 | Ccpll0 | Ccpll0 | Ccpll0 | Ccpllo “egaltg’o de | 116919013
ciliogénesis
o Regulador
4 97 § NP NP NP CEP97 | CEP97 ”egaltg’o de | 116923818
o ciliogénesis
5 ch
5 70 O | HSP70 | HSP70 | HSP70 | HSP70 | HSP70 aperona | 416927964
9 proteica
= Elimina
(O] -
6 65 § TRXR TRxXR TRXR NP NP ROS
7 60 2 | HSP60 | HSP60 | HSPE0 | HSPE0 | Hspeo | Chaperona ) ieqq797
Q proteica
o]
8 48 g = - - - - _ - - -
9 45 O | SPF45 | SPF45 | SPF45 | SPF45 | Spras | Elminacion |, qq,444q
de intrones
10 38 - - - - - - -
11 37 - - - - - - -
E3 Degradaci-
ubiquiti- E3 E3 E3 E3 6n de
12 36 r?a ubiquitin | ubiquitin | ubiquitina | ubiquitina | proteinas 116925927
ligasa aligasa | aligasa ligasa ligasa mediada
9 CHIP CHIP CHIP CHIP por
CHIP A
ubiquitina
13 32 - - - - - - -
14 28 - - - - - - -

No present6 banda (NP). Informacidn no identificada (-). En negritas, bandas con mayor intensidad.
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8.7 Andlisis histolégico

Finalmente, respecto al tltimo objetivo especifico de este trabajo, se llevo a cabo
un analisis histolégico sobre el cambio tisular en D. magna, con el fin de identificar
las alteraciones sobre el tejido inducidas por las formulaciones comerciales de
2,4-D.

La figura 25 muestra las estructuras anatémicas identificadas en los cortes en
plano sagital realizados para D. magna. Con ayuda del atlas de referencia de
histologia, elaborado por Ngu et al. (2022), se logré reconocer cada uno de los

tejidos sefialados en la imagen.

Figura 25. Corte histolégico en plano sagital de D. magna control. Con las siguientes estructuras
anatémicas identificadas: tres extremidades toracicas (T1-T3) con placas de filtro (PF). Corazon (C),
extension del masculo longitudinal dorsal (MLD) a lo largo del intestino medio (IM) y posterior (IP),
caparazoén (EXO), ciego hepatico (CH), tenddn transverso mandibular (TTM). Conexién del ojo compuesto
(O) con el I6bulo optico (LO), ganglio cerebral (GC), nervios 6pticos (NO). Maxilar (Mxl), mandibula (Md) y
esofago (ESO). Ano (AN), garra abdominal (GA), camara embrionaria (CAM), oviducto (OVD), seta
alargada (SE) y embrién (EMB).

8.7.1 Sistema digestivo

La exposicion aguda y cronica de las formulaciones comerciales del 2,4-D
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condujo a variaciones respecto a la morfologia del intestino. La Figura 26
presenta imagenes referentes a cambios histologicos en el intestino medio de D.
magna.

En condiciones normales, se sabe que el intestino medio de D. magna posee un
grosor de aproximadamente 171 um (Figura 27). De acuerdo con Schultz &
Kennedy (1976), el intestino del género Daphnia se conforma por una capa de
tejido epitelial que rodea el lumen, denominada pared intestinal. La pared
intestinal se deriva del ectodermo estomodeal y consta de un tipo de célula
basica (célula enterocitica) que descansa sobre una lamina basal que se
encuentra rodeada por una capa muscular externa. Recubriendo el tejido epitelial
se encuentra una capa de mucus Yy glicocdlix, que se caracteriza por poseer
propiedades tensoactivas que previene la adhesion de enterobacterias a la pared
intestinal (Salvo-Romero et al., 2015). En la Figura 28 se muestra que la pared
del intestino medio cuenta con un grosor aproximado de 26.07 pm.

A exposicién aguda de 24 y 48 horas, se visualiza que las células que constituyen
la pared intestinal secretan mucus (Figura 26). Especificamente, a 24 horas de
tratamiento, los organismos sometidos a éster isobutilico 2,4-D mostraron que el
grosor del intestino fue en promedio de 165.1 um, en tanto que la anchura de la
pared intestinal fue de 26.28 um (Figura 28). Pasadas 48 horas, el grosor total
decayo a 160.68 um (Figura 27), mientras que la pared intestinal fue de 26.21
um (Figura 28).

Anélogamente, los organismos tratados con sal de dimetilamina 2,4-D registraron
un grosor intestinal de 163.26 um (Figura 27) con una pared intestinal de 24.39
um (Figura 28). Posterior a las 48 horas de exposicién, el intestino presentd un
grosor de 163.5 um (Figura 27) y 27.26 pum para la pared intestinal (Figura 28).
Después de 12 dias, la capa de mucus que rodea a las células epiteliales tenia
un espesor mas evidente, presencia de renovacion de tejido epitelial (Figura 26)
y malformaciones celulares (explicadas a profundidad mas adelante en la

descripcion de la Figura 29) que afectaron la estructura de la pared intestinal. Los
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organismos presentaron incremento significativo del grosor total del intestino
medio, con éster isobutilico 2,4-D, aproximadamente de 43.16 um, para un valor
total de 203.84 um y con sal de dimetilamina 2,4-D hubo un aumento de 42.08
pum, resultando en una anchura equivalente a 205.58 um (Figura 27). Por el
contrario, la pared intestinal muestra reducciones respecto al grupo control,
siendo 22.5 pym con éster isobutilico 2,4-D y 20.9 um con sal de dimetilamina 2,4-
D (Figura 28).

Al finalizar la prueba de toxicidad crénica después de 21 dias de exposicion, se
presenté muerte celular del epitelio intestinal y la nula visibilidad de una capa de
mucus (Figura 26). Ademas, el intestino de los grupos sometidos a éster
isobutilico 2,4-D alcanz6 un grosor total de 203.95 um (Figura 27), mientras que,
dada la pérdida de células en el tejido epitelial, la pared intestinal midio
Unicamente 2.14 um de ancho (Figura 28). Para el caso de los organismos
expuestos a sal de dimetilamina 2,4-D el grosor fue de 202.53 um (Figura 27) y
2.25 ym para la pared intestinal (Figura 28).

Sal de dimetilamina Sal de dimetilamina Sal de dimetilamina Sal de dimetilamina
2,4-D 24 horas. 2,4-D 48 horas. 2,4-D 12 dias. 2,4-D 21 dias.

e N W ga

i

_ f e SO
Control Ester isobutilico Ester isobutilico Ester isobutilico Ester isobutilico
2,4-D 24 horas. 2,4-D 48 horas. 2,4-D 12 dias. 2,4-D 21 dias.

Figura 26. Cambios histolégicos en el grosor del intestino medio de D. magna inducidos por las
presentaciones comerciales de 2,4-D A) Organismo control. 1a) Exposicién a sal de dimetilamina 2,4-D
durante 24 horas. 1b) Exposicion a sal de dimetilamina 2,4-D durante 48 horas. 1c) Exposicion a sal de

dimetilamina 2,4-D durante 12 dias. 1d) Exposicion a sal de dimetilamina 2,4-D durante 21 dias. 2a)
Exposicion a éster isobutilico 2,4-D durante 24 horas. 2b) Exposicidn a éster isobutilico 2,4-D durante 48
horas. 2c) Exposicion a éster isobutilico 2,4-D durante 12 dias. 2d) Exposicion a éster isobutilico 2,4-D
durante 21 dias. Las flechas negras indican secrecion de mucus. Las flechas verdes sefialan presencia de
renovacion celular. Las flechas rojas indican muerte celular.
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Figura 27. Medidas que corresponden al grosor (um) del intestino medio de D. magna expuesta a
toxicidad aguda y crénica de las presentaciones comerciales de 2,4-D. Diferencias significativas sefialadas
por letras y asteriscos (ANOVA P < 0.05).
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Figura 28. Medidas que corresponden al grosor (um) de pared intestinal de D. magna expuesta a toxicidad
aguda y cronica de las presentaciones comerciales de 2,4-D. Diferencias significativas sefialadas por
letras y asteriscos (ANOVA P < 0.05).
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Las células del intestino medio se examinaron y se mostré diversidad morfol6gica
entre tratamientos (Figura 29). En condiciones normales, las células epiteliales,
especificamente los enterocitos poseian una forma cilindrica con un borde de
microvellosidades en el extremo distal, proyectandose desde el polo apical hacia
la luz del intestino medio (Quaglia et al.,, 1976). El intestino medio de los

organismos control mostré un estado no distendido, ya que las células de la
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region poseian mayor altura que anchura. Las microvellosidades presentaron
una longitud promedio de 10.37 um (Figura 30) con una disposicion triangular y
bifurcaciones. También se caracterizaron por tener un ndcleo ovalado, el cual,
ocupaba casi todo el diametro de la célula, aunado la presencia de mas de dos
nucleolos.

Después de la exposicién aguda de 2,4-D (24 y 48 horas de tratamiento) se
observaron cambios minimos en la morfologia de los enterocitos, el intestino no
poseia un estado distendido, las células epiteliales alun conservaban una
estructura columnar cilindrica alargada y la presencia de nucleos definidos en los
enterocitos. Sin embargo, las células empiezan a secretar mucus, formando una
capa que rodea el tracto gastrointestinal. Ademas, respecto a la longitud de las
microvellosidades intestinales, con éster isobutilico 2,4-D, a 24 horas de
exposicidon estas estructuras midieron 7.5 um y a 48 horas 7 um (Figura 30).
Mientras que la sal de dimetilamina 2,4-D provocd que las microvellosidades
intestinales se caracterizan por una longitud de 6.9 um y 6.8 um a 48 horas de
exposicién (Figura 30).

Luego entonces, a consecuencia de la toxicidad cronica, a los 12 dias de
exposicién con ambas formulaciones comerciales se vislumbran malformaciones
mas severas con presencia de ndcleos picnéticos en los enterocitos, regiones
con vesiculas de mucus y células con morfologia cuboide, lo cual es sefial de
distension intestinal (Figura 29). Resalta, la disminucién en el tamafio de las
microvellosidades (Figura 30), con éster isobutilico 2,4-D, hay una reduccién de
4.3 um respecto al valor que poseian a las 48 horas de exposicion para una
longitud total de 2.7 um. La sal de dimetilamina 2,4-D genera una pérdida de 4.2
pm, siendo 2.6 um la longitud total de las microvellosidades.

Finalmente, a 21 dias de exposicion, es inminente la muerte celular de los
enterocitos (Figura 29). En las regiones donde aun se observan células vivas, se
aprecian microvellosidades con longitud minima de 1.7 um para los grupos con

éster isobutilico 2,4-D y 1.76 um para los tratamientos con sal de dimetilamina
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2,4-D (Figura 30).
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Sal de dimetilamina Sal de dimetilamina Sal de dimetilamina Sal de dimetilamina
2,4-D 24 horas. 2,4-D 48 horas. 2,4-D 12 dias. 2,4-D 21 dias.
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Figura 29. Cambios histolégicos en el intestino medio de D. magna inducidos por las presentaciones
comerciales de 2,4-D. A) Organismo control. 1a) Exposicién a sal de dimetilamina 2,4-D durante 24 horas.
1b) Exposicion a sal de dimetilamina 2,4-D durante 48 horas. 1c¢) Exposicion a sal de dimetilamina 2,4-D
durante 12 dias. 1d) Exposicién a sal de dimetilamina 2,4-D durante 21 dias. 2a) Exposicion a éster
isobutilico 2,4-D durante 24 horas. 2b) Exposicion a éster isobutilico 2,4-D durante 48 horas. 2c)
Exposicion a éster isobutilico 2,4-D durante 12 dias. 2d) Exposicién a éster isobutilico 2,4-D durante 21
dias. Las flechas negras indican las microvellosidades en el intestino. La linea azul delimita una capa
formada por la secrecién de mucus (SM). Las flechas amarillas indican enterocitos con nucleo picnético.
Las flechas verdes sefialan a vesiculas de mucus. Las flechas rojas indican la presencia de muerte
celular.
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Figura 30. Medidas que corresponden a la longitud (um) de las microvellosidades en el intestino medio de
D. magna expuesta a toxicidad aguda y cronica de las presentaciones comerciales de 2,4-D. Diferencias
significativas sefialadas por letras y asteriscos (ANOVA P < 0.05).

Tomando en cuenta que las células epiteliales en el intestino se encargan
principalmente de la absorcion de nutrientes que provienen de la degradacién




enzimatica, ademas de formar una barrera protectora que impide la entrada de
antigenos hacia el sistema vascular, se vuelve evidente que la presencia de
alteraciones celulares inducidas por ambas presentaciones comerciales podria
repercutir negativamente sobre la funcion digestiva, metabdlica y protectora de
la pared intestinal.

Lo anterior, bajo la afirmacién de que las microvellosidades contribuyen a
aumentar la superficie intestinal, con el fin de generar una mejor absorcion de los
nutrientes: a mayor area de contacto, mayor transferencia de materia en una
misma cantidad de tiempo (Herreria Roman, 2013). Asi pues, al reducir su
tamafio, hay menor area de superficie en la pared del intestino delgado, lo que
provoca una disminucion en la tasa de absorcion de los alimentos digeridos
(Ayala et al., 2004).

En segundo lugar, también se observé la presencia de nucleos picnéticos. La
picnosis se refiere al proceso de compactacion nuclear causado por una
hipercondensacion de la cromatina (Harvey et al., 2012). Este cambio epigenético
en el enterocito puede provocar la inhibicion de la expresion de genes asociados
a: transporte de moléculas, produccion enzimatica, absorcién de carbohidratos y
lipidos, proteccién y regulacion de la respuesta inmunitaria (Salvo-Romero et al.,
2015). Por ejemplo, los enterocitos de D. magna cuentan con las proteinas CD36,
las cuales permiten la incorporacion de lipidos a través de la membrana del
enterocito (Cifarelli & Abumrad, 2018). Se ha identificado en humanos que sitios
de metilacion del ADN reducen fuertemente la expresién de CD36, generando
anomalias en el metabolismo de los lipidos; como la formacion de quilomicrones
y cambios en la concentracién de triglicéridos y lipoproteinas de baja densidad
(Love-Gregory et al., 2016). Aun hay poca informacion referente a los cambios
epigenéticos inducidos por el 2,4-D, por lo que se insta la identificacion de
posibles genes silenciados y las consecuencias metabdlicas de su inhibicion.
Por otra parte, cabe mencionar que este evento aunado a la reduccién en el

tamafio de las microvellosidades da indicios a la posibilidad de que los
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enterocitos se encuentren en una fase de necrosis o apoptosis. do Vale et al.
(2007) describen que el proceso de apoptosis de los enterocitos involucra la
pérdida de polarizacion de la célula, condensacion de la cromatina (la cual lleva
posteriormente a una fragmentacion de la envoltura nuclear) y ruptura de la
membrana externa con ausencia de microvellosidades. Después de 21 dias de
exposicion fue evidente la muerte celular de los enterocitos, lo cual podria evitar
la absorcion de nutrientes en el intestino e inducir alteraciones en la funcion de
la pared intestinal como barrera defensiva ante patdégenos.

En condiciones normales, los enterocitos son renovados constantemente. Las
células dafiadas entran en fase apoptética y son removidas de la pared intestinal
con reemplazo por células sanas (Snoeck et al., 2005). Sin embargo, después
de 21 dias de tratamiento, las células muertas permanecieron en la pared
intestinal de los organismos. Respecto a esta cuestion, se ha observado que la
exposicion a téxicos provoca la falta de eliminacion por fagocitosis de los
enterocitos en apoptosis; no obstante, se desconoce por qué no se puede llevar
a cabo la renovacion celular (do Vale et al., 2007).

En tercer lugar, retomando los resultados durante la prueba de toxicidad crénica,
la forma cuboidea de las células epiteliales se distingue como indicio de un
intestino en estado distendido. Schultz & Kennedy (1976) mencionan que cuando
el intestino medio esta en un estado no distendido, las células de la pared
intestinal son columnares, con una altura superior a su anchura, sin embargo,
cuando el intestino se distiende, debido a la presencia de grandes cantidades de
alimento que no ha sido metabolizado, las células del intestino medio tienden a
reducir su tamafno asemejando la forma de un cubo. Anteriormente, en la Figura
29 se distinguid la reduccion paulatina de la pared intestinal, su disminucién
podria ser explicada por los cambios en la morfologia de las células. También en
la Figura 27 se mostraron las medidas que corresponden a los cambios en el
grosor del intestino medio de D. magna, este aumento en el ancho se da en el

lumen, por las grandes cantidades de comida acumulada.
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Con este resultado, mas aquellos asociados a la frecuencia toracica, es posible
complementar la suposicion de que las presentaciones comerciales de 2,4-D
llevan a una limitacién nutricional con la consecuente disminucion de recursos
energéticos disponibles para llevar a cabo procesos biolégicos asociados a la

reproduccion, maduracion del embrion y movimiento natatorio.

8.7.2 Aparato reproductor

Finalmente, se realizd histologia en el ovario de los organismos. El sistema
reproductor de una hembra de D. magna se conforma por el ovario, el cual se
encuentra emparejado y situado ventralmente a lo largo del intestino (Lumer,
1937). En condiciones ambientales favorables, las hembras se reproducen
partenogenéticamente y desarrollan crias genéticamente idénticas. El ovario de
una hembra partenogenética (Figura 30) contiene una gran cantidad de gotas de
aceite y granulos de yema que rodean al oocito (Ngu et al., 2022). También se
encuentra la presencia de células nodrizas, encargadas de suministrar material
nutritivo al oocito (Lumer, 1937).

Después de la exposicion aguda y crénica a las formulaciones de 2,4-D, los
organismos no presentaron alteraciones morfolégicas en la estructura de los
oocitos. Ahora bien, tanto en el grupo control como en los tratamientos se
distinguen periodos normales de crecimiento, ya que los oocitos en etapas
tempranas poseian un gran cuerpo solido y esférico, en etapas mas avanzadas,
el nucleo comienza a desintegrarse gradualmente observandose vacuolado e
irregular en el contorno, ademéas de la formacion de material granular alrededor
del nucléolo (Lumer, 1937). Aunque se ha reportado que la exposicion a
estresores ambientales como radiacion gamma y UVB en D. magna inducen
atresia folicular (morfologicamente los oocitos presentan vacualizacion y
fagositosis) (Song et al., 2020; Huebner et al., 2013) y que los insecticidas
pueden inhibir el desarrollo de los oocitos (Papchenkova & Makrushin, 2013), en
este trabajo no se visualizaron este tipo de afectaciones ante la presencia de 2,4-
D.
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Sal de dimetilamina Sal de dimetilamina Sal de dimetilamina Sal de dimetilamina
2,4-D 24 horas. 2,4-D 48 horas. 2,4-D 21 dias.

Control Ester isobutilico Ester isobutilico  Ester isobutilico Ester isobutilico
2,4-D 24 horas. 2,4-D 48 horas. 2,4-D 12 dias. 2,4-D 21 dias.

Figura 31. Cambios histolégicos en el ovario de D. magna inducidos por las presentaciones comerciales
de 2,4-D. A) Organismo control. 1a) Exposicion a sal de dimetilamina 2,4-D durante 24 horas. 1b)
Exposicion a sal de dimetilamina 2,4-D durante 48 horas. 1c) Exposicion a sal de dimetilamina 2,4-D
durante 12 dias. 1d) Exposicién a sal de dimetilamina 2,4-D durante 21 dias. 2a) Exposicion a éster
isobutilico 2,4-D durante 24 horas. 2b) Exposicion a éster isobutilico 2,4-D durante 48 horas. 2c)
Exposicion a éster isobutilico 2,4-D durante 12 dias. 2d) Exposicion a éster isobutilico 2,4-D durante 21
dias. Las flechas negras indican la presencia de oocitos sanos. Células nodrizas (Nc), Yema (Ym) y gotas
de aceite (Ac).

Sin embargo, se destaca la reduccion significativa en el nUmero de oocitos
presentes (Figura 32). Ante exposicion aguda a éster isobutilico 2,4-D, después
de 24 y 48 horas, el numero de oocitos por hembra fue en promedio de 43.2 y
con sal de dimetilamina 2,4-D fue de 41.76, estos valores resultaron mas bajos
gue el control, puesto que en condiciones normales D. magna obtuvo 72 oocitos.
Posteriormente, en el dia 12 (21 dias de edad para los organismos), el grupo
control se distinguio por un total de 42 oocitos a consecuencia de una prolifica
descendencia. En el caso de éster isobutilico 2,4-D, el nUmero de oocitos se
modificé a 25.20 y con sal de dimetilamina 2,4-D el valor total fue de 24.36. En el
ultimo dia de monitoreo, la edad alcanzada fue de 30 dias, este tiempo
transcurrido aunado a la produccion de neonatos en los organismos control,
provocd que el numero de oocitos disminuyera a 24. Después de 21 dias de
exposicidn se registraron 12.4 oocitos por hembra en el tratamiento con éster

isobutilico y 13.92 en sal de dimetilamina 2,4-D.
Se ha reportado en otras especies como Pimephales promelas, Drosophila

melanogaster y Danio rerio que la exposicion a toxicos como insecticidas y
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efluentes industriales puede reducir el nUmero de oocitos en los organismos
(Carnikian Fernandez, 2016; Pérez, 2021; Tenorio Chavez, 2021), pese a que no
se han reportado este tipo de afectaciones ante exposicion por 2,4-D, es
importante su menciébn y mas aun el énfasis en el desarrollo de futuras

investigaciones que diluciden el origen de esta afectacion.

= Control Ester isobutilico 2,4-D Sal de dimetinamina 2,4-D
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Figura 32. Nimero de oocitos presentes en el ovario D. magna expuesta a toxicidad aguda y crénica de
las presentaciones comerciales de 2,4-D. Diferencias significativas sefialadas por letras y asteriscos
(ANOVA P < 0.05).
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9. CONCLUSIONES

e EI2,4-D es un estresor quimico que altera las caracteristicas relacionadas
con la historia de vida de D. magna al modificar su comportamiento

poblacional y generar anomalias reproductivas.

e EI éster isobutilico 2,4-D induce una reduccién en la fecundidad y
reproduccion total, mientras que la sal de dimetilamina 2,4-D provoca la
expulsion temprana del embridn, lo que eventualmente ocasiona una

ineficiente reproduccion de este organismo.

e La modelacion mateméatica muestra que las dos presentaciones de 2,4-D
limitan el crecimiento poblacional de D. magna, sin embargo, se genera
una proyeccion mas severa a largo plazo con la formulacion de sal de

dimetilamina 2,4-D, al modificar el ciclo reproductivo.

e La evaluacion cronica de los efectos inducidos por el 2,4-D en D. magna
relacionados con parametros fisiol6gicos indica que la exposicion al toxico
disminuye la frecuencia cardiaca y toracica de los organismos.

e La evaluacion crénica de los efectos inducidos por el 2,4-D en D. magna
relacionados con el comportamiento natatorio sefiala que la actividad
mayormente afectada es la frecuencia de salto, promoviendo un efecto
mas severo sobre la disminucion del movimiento con el éster isobutilico
2,4-D. Respecto al desplazamiento y la velocidad media de nado, el
estadio con reducciones significativas sobre estos parametros fueron los

adultos.

e Se identificaron perfiles proteicos que podrian considerarse como

biomarcadores asociados al estrés inducido por el 2,4-D en D. magna.

e El analisis histoldgico muestra cambios negativos principalmente sobre la
morfologia del intestino de D. magna provocados por la exposicion cronica

al 2,4-D, destacando: distension del intestino, reduccién de la pared
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intestinal y anomalias en los enterocitos como la reduccion en la longitud
de las microvellosidades, presencia de nudcleos pignéticos y muerte

celular.

Las malformaciones en el intestino de D. magna aunado a la disminucién
de la frecuencia toracica permite suponer que la exposiciéon a 2,4-D
conducen a una limitacion nutricional en los organismos, en consecuencia,
existen menos recursos energéticos disponibles para llevar a cabo
procesos biologicos asociados a la reproduccion, maduraciéon del embrion

y movimiento natatorio.

Finalmente, el andlisis histoldgico del ovario no mostré alteraciones
asociadas a la morfologia del tejido, sin embargo, los organismos
presentaron reducciones en el numero de oocitos, afectacion que
repercute sobre la fecundidad de los individuos y cuyo origen aun es

desconocido.
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11. ANEXOS
Anexo 1

Formato de encuesta
Encuesta
Tipoy uso de herbicidas

La presente encuesta consta de 7 reactivos que buscan conocer el tipo de herbicida mas empleado
en los cultivos, asi como particularidades en su aplicacion.

De las siguientes preguntas, seleccione la opcion que consideré describe |a situacion en el empleo
de herbicidas en su zona de trabajo. No hay respuestas correctas o incorrectas, las elecciones que
haga deberan depender por completo de su juicio personal.

Antes de comenzar, usted debe saber que:

o Su participacion en este estudio es totalmente voluntaria.
* Todos los datos obtenidos en este estudio seran confidenciales.
o Lainformacion obtenida, Unicamente se utilizara para los fines especificos del estudio.

Gracias por su cooperacion y su ayuda.

Parte |
Edad
Sexo (marque con X) Femenino ( ) Masculino ( )
Lugar de residencia (municipio y
estado)
Parte Il

1. Elcultivo lo realiza en:
¢ Vivero

¢ Invernadero

¢ Huerta

o Zonas agricolas

e Otro_

2. ¢Qué tipo de cultivo realiza?
¢ Alimentario

¢ Forraje

o Textil

¢ Oleaginoso

¢ Ornamental

¢ Industrial

3. ¢Especificamente qué produce? Puede escoger mas de una opcion
¢ leguminosas
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Tubérculos

Gramineas

Cereales

Verduras

Plantas aromaticas para
condimento

Frutas

Plantas ornamentales
Otro_

¢ Utiliza herbicidas para el control de maleza en sus cultivos?
Si
No

Si su respuesta es si, conteste las siguientes preguntas:

5.

Seleccione la formulacién de los herbicidas que utiliza (Puede escoger mas de una
opcién):

2,4-D con Ester

2,4-D con Sal

Otra formulacion de 2,4-D_

Otro herbicida_

éQué tipo de maleza controlan con el empleo de este herbicida?
Maleza de hoja ancha

Maleza de hoja angosta

Ambas

Seglin su experiencia, ¢ cudl es la eficiencia del herbicida o mezcla de herbicidas en el
control de la maleza?

Entre 100%-90%

Entre 89%-80%

Entre 79%-50%

Menor del 50%

Figura 33. Estructura de la encuesta realizada.
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