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Resumen

Costa Rica es uno de los principales sitios en el mundo donde se han reportado declines
enigmaticos de anfibios. Uno de los principales factores que podrian estar afectando a las
poblaciones de anfibios es la presencia de plaguicidas en sus hébitats, incluso también en
ambientes protegidos. Un ejemplo de esto es la presencia de concentraciones altas de ciertos
plaguicidas en bosques nubosos, transportados por medio de viento y lluvia desde los sitios de
aplicacion enlas zonas bajas. Por otro lado, 1a presencia de plaguicidas enlos ecosistemas puede
interactuar con otros estresores naturales lo que podria generar mayor impacto en las
poblaciones de anfibios. La presencia de estresores en el ambiente podria afectar el mecanismo
de liberacion y regulacion de hormonas de estrés en anfibios, ocasionando una disminucién en
la respuesta inmune. Lithobates taylori es una especie de anuro que habita las zonas medias altas
de la Cordillera Volcanica Central de Costa Rica, las poblaciones de esta especie en zonas altas
han presentado disminuciones considerables en las ultimas tres décadas. El objetivo de esta
investigacion es determinary cuantificar el efecto de factores de estrés biéticos (depredacion) y
antropicos (presencia de plaguicidas clorotalonil y endosulfan beta) sobre la respuesta inmune
y fisiolégica de los renacuajos de la especie Lithobates taylori de las partes altas del Valle Central
de Costa Rica. Se utilizaron mesocosmos para realizar experimentos de exposicion crénica a
factores de estrés. Se escogieron 3 concentraciones de clorotalonil (0 pug/L, 1.5ug/Ly 15 ng/L),
3 concentraciones de endosulfin beta (0 pg/L, 0.2 ug/Ly 2 ng/L) y la presencia o ausencia de
una larva de odonato como depredador. El tamafio corporal y peso de renacuajos expuestos al
plaguicida endosulfan beta disminuyeron significativamente, esto cuando se presentaba
individual asi como cuando estaba combinado con otros estresores. El grado de desarrollo latval
fue acelerado por concentraciones altas de clorotalonil y desacelerado por concentraciones bajas
de endosulfan beta. En cuanto a las variables inmunolégicas, se encontraron aumentos en el
niamero de neutréfilos ocasionados por el endosulfan beta. El clorotalonil en sus dos
concentraciones aumenté el nimero de monocitos, eosinéfilos y eritrocitos en sangre. Por
ultimo se encontrd que el endosulfan beta aumenta la concentracion de corticosteroides en
sangre, esto como respuesta al estrés ocasionado por la exposicién a este quimico. A partir de
estos resultados se concluye que la presencia de endosulfan beta y clorotalonil en las zonas altas
de Costa Rica podtia estar afectando considerablemente a las poblaciones de anfibios de que
habitan estos lugares. Ademas mencionamos que la presencia de corticosteroides podtia ser el
enlace bioquimico entre el efecto ocasionado por factores estresantesy el decline de poblaciones

de anfibios.
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CAPITULO 1: MULTIPLES FACTORES ESTRESANTES Y SU POSIBLE
EFECTO EN LA RESPUESTA INMUNE DE POBLACIONES DE
ANFIBIOS: REVISION BIBLIOGRAFICA

Decline de anfibios

Se conocen mas de 7500 especies de anfibios en el mundo (Frost 2015) cerca del 48 %
presentan disminuciones en la abundancia de sus poblaciones y por ende estan amenazadas con
la extincion tanto a nivel local como global (Stuart ef a/. 2004, Hoffman ez a/. 2010). Este decline
de especies de anfibios es uno de los fenémenos ecolégicos mas importantes que se han
presentado a nivel mundial en las dGltimas décadas (Blaustein & Dobson 20006). La magnitud de
esta crisis es tan grande que se teme que una de cada tres especies podria desaparecer en las
proximas décadas (Young ez a/. 2004). Por esta razén ha sido catalogada por algunos autores
como la sexta extinciéon masiva de especies ocurrida en la historia del planeta (Wake &

Vredenburg 2008).

Los declines de anfibios se empezaron a registrar a mediados de los afios 80s. A pesarde
que algunas de ellas se detectaron en zonas altamente perturbadas resaltaban los declines en
zonas protegidas, en donde no parecian ocurrir afectaciones antropicas obvias (Wake 1991,
Pounds & Crump 1994, Lips 1998, Gardner 2001). La gran mayoria de especies afectadas por
este fenomeno habitan las elevaciones medias y altas de ambientes tropicales (Puschendorf e .
2000). Pese a esto también se ha podido comprobar que algunas especies que habitan zonas bajas
pueden ser afectadas por este decline (Whitfield ez 2/. 2007). Este fendmeno de extinciones y

declines poblacionales han ocurrido en muchos casos de manera subita sin ninguna razén



aparente, porlo que se les ha llamado extinciones enigmaticas (Wake 1991). Esto ha motivado a
la comunidad cientifica a trabajar intensamente para determinar cuales son las causas del decline
y cémo responder ante ellas para detener los declines poblacionales de anfibios (Pounds ef 4/

1997, Berger et al. 1998, Pounds e al. 1999).

Se han propuesto varias hipotesis para explicar las extinciones enigmaticas. Entre ellas
estan la desaparicion de la capa de ozono y su impacto directo en la exposicion a radiacion
ultravioleta (Blaustein ez a/. 1996); la alta proliferacién en el uso de plaguicidas en diferentes
agroecosistemas que afectan de manera directa e indirecta a multiples especies (Davidson 2004);
la presencia de especies forineas que compiten y/o depredan a las especies nativas (Knapp ¢ 4.
2007). Especificamente para explicar los declines en areas tropicales se han elaborado dos
hipétesis mas. Una de ellas atribuye los declines al cambio climatico que ha involucrado un
calentamiento global afectando a todos los ecosistemas naturales (Pounds & Crump 1994). La
otra hipétesis identifica como causa es la aparicion de diferentes patdgenos que causan
enfermedades emergentes en regiones con decline (Carey 2000). Es claro que algunos de estos
factores pueden actuar mediante sinergias, amplificando el efecto de cada factor por separado.
Esto ha llevado a generar una hipétesis que atribuye que los declines enigmaticos se deben a los

sinergismos de los factores antes mencionados (Root ef a/. 2003).

La hipétesis de la aparicion de enfermedades emergentes plantea que una serie de
patogenos altamente infecciosos, principalmente el hongo quitridio Batrachochytrium dendrobatidis
(Bd), sonlos causantes de la extincién de especies. El B es un hongo no hifal que se caracteriza

por infectarla piel de vertebrados, especialmente a salamandras y anuros. Una vez que infecta



la piel de un animal, perfora el estrato corneo y se alimenta del citoplasma de los queratécitos
(Longcore et al. 1999). Este hongo produce lesiones cutaneas en los anfibios que tiene como
resultado un desbalance hidrico debido a la respiracién cutanea que se da en este tipo de
organismos. Por otro lado como consecuencia de las lesiones producidas, se dan afectaciones a
nivel cardiaco en el animal, as{ como infecciones bacterianas que a la postre ocasionan la muerte
del individuo afectado (Ramsey ez a/. 2010). Debido a estas caracteristicas se ha determinado que
este hongo es una de las enfermedades mas devastadoras y virulentas conocida para los anfibios
(Lips et al. 2008). Una de las caracteristicas mas importantes y relevantes encuanto alos declines,
especificamente a los ocurridos en sitios con elevaciones intermedias, es que este patdgeno se ve
favorecido por las temperaturas y humedad que dominan en estos lugares; lo que podria
relacionaral Bd con la gran desaparicion de cerca del 40 % de las especies de anfibios que habitan

estos sitios (Collins & Storfer 2003, Kilpatrick ez a/. 2010).

Pese a que el patégeno antes descrito es el que mayormente podria explicar las
desapariciones enigmaticas de anfibios, cabe destacar que hay otros patégenos que podrian estar
involucrados y que podtian ser igualmente importantes para entender dichos declines.  En las
zonas templadas los patégenos mas importantes son el hongo Ichtyophonus sp., el trematodo
Ribeiroia ondatraey el hongo Saprolegnia ferax (Daszak ez al. 1999). Pero entre ellos los patégenos
mas virulentos se encuentran el Ranavirus sp. Este virus pertenece al grupo altamente letal
llamado Iridovirus. Los Ranavirus pueden infectar una gran cantidad de invertebrados y
vertebrados ectotérmicos (De Voe ez al. 2004). Los patrones de infeccion producidos por estos
patogenos difieren considerablemente a los ocasionados por infecciones de Bd. Esto se debe a

que las mortalidades estan usualmente relacionadas a areas geograficas pequefias, como lo



4
pueden ser inclusive pequefias charcas. En estos lugares infectados con Ranavirus, las larvas y/o
metamorfos tienden a presentar graves lesiones cutaneas y dafios en o6rganos internos que
producen en la mayorfa de ocasiones, una rapida muerte de los individuos afectados (Carey 2000,
Hussain & Pandit 2012). Las infecciones por Ranavirus enlas zonas templadas suelen presentatse
en la mayoria de ocasiones en sitios perturbados por el ser humano y con altas densidades de
individuos (Carey 2000). Ademas este tipo de infecciones resultan usualmente en altas
morbilidades y mortalidades en las especies susceptibles a este patéogeno. Por otra parte se ha
descubierto que estos patégenos son responsables por fendmenos epizooticos que han infectado
a peces, reptiles y anfibios en cautiverio (Brunner ez a/. 2004, De Voe ez al. 2004, Brunner ef al.
2005). Una caracteristica importante que poseen algunos de los Ranavirus es que afecta a
poblaciones de algunos anfibios y no permanece viable en el ambiente como lo hacen otros
virus, por lo que se descubrié que poseen otros hospederos que permiten que la enfermedad
continué presente en el ambiente por mucho tiempo (Brunner e a/. 2004). Cabe destacar que la

presencia de Bdy Ranavirus se pueden presentaren el mismo individuo, aumentandoasi el efecto

sistémico de los anfibios infectados (Whitfield ez a/. 2013).

Recientemente, se describié la presencia de un nuevo patégeno que produce
chitridiomicosis en salamandras, denominado Batrachochytrium salamandrivorans (Bsal). Este
patégeno ha afectado una serie de especies de salamandras en Europa, produciendo
sintomatologfas similares a las causadas por Bd en anuros (Martel ez a/. 2013, 2014). El posible
impacto que puede generar este hongo en las poblaciones de salamandras mundiales es

preocupante, especialmente porque puede esparcirse rapidamente debido al trafico ilegal de



especies, pudiendo generar declines poblacionales y extinciones de especies como las

ocasionadas por el B4 (Martel e al. 2014).

Pese a que se han llevado a cabo intensas investigaciones para determinar el efecto de los
patogenos mencionados anteriormente (Carey e a/. 2003, Brunner ez a/. 2005, Lips e al. 2008,
Buck ezal. 2012), no se ha podido llegar a una conclusioén en concreto de cudles son los factores
ambientales o antrépicos que ocasionan que estas enfermedades afectanalosanfibios. Esto tiene
especial interés si se toma en cuenta que todas las enfermedades mencionadas anteriormente
especialmente el Bdy Ranavirus sp. pertenecen a grupos de patdgenos oportunistas, los cuales se
caracterizan por atacar a sus hospederos cuando estos se encuentran vulnerables por diferentes

situaciones.

Actualmente se reconoce la presencia de Bd en especimenes de museo colectados antes
de que sucedieran los declines (Puschendorf ez a/. 20006). Por otra parte, se han encontrado
variaciones en el grado de infeccion entre diferentes especies de anfibios. Ademas se ha podido
corroborar la presencia de diferentes factores de resistencia ante patégenos, como lo son la
produccioén de péptidos antimicrobianos en la piel, lo que indica que algunas especies de anfibios
pueden sobrevivir a la presencia de este patégeno y otras enfermedades emergentes (Rollins-
Smith ez a/. 2005, 2011). Debido a las variaciones en infecciones y susceptibilidad ante el B4 de
diferentes especies de anfibios, se ha formulado una hipétesis que intenta explicar los declines
enigmaticos desde el punto de vista del efecto del estrés sobre los anfibios (Carey ez a/. 2003,
Collins & Storfer 2003, Davidson 2004, Pounds e7 a/. 20006). Esta hip6tesis plantea que una setie

de factores presentes en el ambiente, tanto bidticos como abidticos, producen un descenso en



la inmunocompetencia de los organismos, ocasionando que sean susceptibles ante la infecciéon

de diferentes patégenos (Lips ef al. 2008).

La hipotesis de los factores estresantes supone que los estresores externos como el riesgo
de desecacion, alta densidad de depredadores, plaguicidas en el agua y/o en el aire, poca
disponibilidad alimenticia, alta densidad de competidotes conspecificos y/o heteroespecificos
(Thiemann 2000, Koprivnikar ez 2/. 2006) pueden afectar la corteza suprarenal de los anfibios.
La corteza suprarrenal es la encargada de modular la liberacién de hormonas de estrés
(glucocorticosteroides), conocidas por ocasionar un efecto de inmunosupresion en animales.
Esta reduccion de la respuesta inmune puede ocurrir cuando estas hormonas estan presentes en
altas cantidades. Como resultado, el individuo redestina la energfa y recursos originalmente
destinados a procesos no indispensables a corto plazo (sistema inmune, reproduccién,
alimentacion, etc.) con el fin de obtener toda la energia disponible para responder ante los
factores de estrés y llevara cabo las funciones necesarias para sobrevivir (McMahon e7 a/. 2011,

Martin ez al. 2010).

El proceso definido anteriormente se ejemplifica en la Fig. 1. Los corticosteroides son
las hormonas que se liberan por medio de la corteza suprarrenal en respuesta a algin tipo de
situacion de estrés en la que se encuentre el animal. Dicho proceso ocurre cuando algun estimulo
fisico, social y/o ambiental es detectado por el hipotalamo el cual en respuesta a esto libera el
factor liberador de corticotropina. Este ultimo es un péptido que regula la liberacion de la
hormona adrenocorticotrépica (ACTH) desde el interior de la pituitaria. La ACTH actda sobre

la corteza adrenal para la liberacién de glucocosteroides; que en el caso de los anfibios es



representado por los corticosteroides (Wingfield & Sapolsky 2003). Estas hormonas también
cumplen un importante papel en otras actividades fisiologicas dentro de los anfibios ya que
participan activamente en los procesos de metamorfosis accionando el sinergismo de las
hormonas de la tiroides durante la morfogénesis en el estado climax de la metamorfosis (Belden

& Kiesecker 2005).

Entre los diferentes factores de estrés cabe destacar el amplio uso de plaguicidas
sintéticos en cultivos agricolas (Davidson 2004, Linder ez 2/. 2010). Los residuos de plaguicidas
generados se pueden dispersar a escala local o global, afectando a los organismos bajo distintos
tipos y concentraciones de estos contaminantes (Sparling ez @/. 2001, Hussain & Panduit 2012).
Es por estas razones que se han sugerido a los plaguicidas como un factor determinante en los

declines de anfibios (Spatling 2010).

Efecto de plaguicidas sobre poblaciones de anfibios a nivel mundial

El uso de plaguicidas ha ido en aumento en los cultivos agricolas (Ramirez ef a/. 2009),
especialmente enlos paises en vias de desarrollo (Castillo ef a/. 1997). A pesar de las ventajas a
nivel productivo que ofrecen estas sustancias, el mal uso de los agroquimicos asi como la
dispersion de los mismos fuera de las areas de cultivos genera una alta contaminacién en los
ecosistemas acuaticos que se encuentran cercanos a los puntos de aplicacion (Carter 2000, Muir
etal. 2004, Daly ezal. 2007a). Esta situacion permite el desplazamiento de estos compuestos hasta
distancias considerables respecto de la zona de aplicacién. Ademas, ocasiona diferentes niveles

de exposicién de una gran variedad de sustancias con distinta capacidad de persistencia y



acumulacion generando efectos adversos en la salud de muchos grupos de animales (McMahon

et al. 2011).

Los efectos nocivos producidos por diferentes tipos de plaguicidas influyen directamente
en la salud de estos animales y de sus poblaciones (Hansen & Johnson 1999). Estos efectos
nocivos afectan especialmente a los anfibios (Bridges & Boone 2002, 2004, Hayes ez a/. 2006)
debido a que estos organismos son altamente vulnerables porla alta permeabilidad de su piel, lo
que ocasiona que los contaminantes sean absorbidos rapidamente por su cuerpo (Rohr & Palmer
2005). Ademas para muchas especies de anfibios la exposicién a plaguicidas es mayor durante
sus estadfos de desarrollo embrionario y larval, momento en que estan confinados a los cuerpos

de agua donde la mayorfa de contaminantes se acumulan y concentran (Lehman & Williams

2010).

Generalmente, la exposicién de plaguicidas en la naturaleza no suele presentarse en
concentraciones ambientales que ocasionen efectos letales en los anfibios. Sin embargo, la
exposicion aguda o cronica de estas sustancias puede estar teniendo una mayor relevancia en las
muertes masivas de anfibios (Bridges 1997). Porultimo cabe destacarque los plaguicidas no solo
afectan la salud corporal del animal sino también en su ecologia. Esto ocurre mediante la
interferencia en la productividad del zooplancton y fitoplancton de los cuales muchos se

alimentan (Gagnetén 2002, Rohr & Crumrine 2005, Buck ez a/. 2012).

El efecto de los factores de estrés mencionados anteriormente en los anfibios ha sido
ampliamente documentado en la afectacién de diferentes procesos fisioldgicos (Lehman &

Williams 2010). Tal es el caso de la especie Rana temporaria,en donde concentraciones subletales



de endosulfan producen comportamientos anormales en sus renacuajos (Denoel ez al. 2012),
mientras que este mismo plaguicida inhibe el deseo de alimentarse de los adultos de Lizoria
freyeineti, 1o que retarda su crecimiento y los hace mas propensos a depredadores (Broomhall &

Shine 2003).

Se ha encontrado quelainteracciénde dos plaguicidas produce mayores efectos adversos
que cada uno por separado. Combinaciones de los siguientes plaguicidas a una concentracion de
1 mg/L: el herbicida glifosato, los insecticidas carbaril, malatién y diazinén, disminuyen
significativamente la sobreviviencia y crecimiento en renacuajos de cinco especies de anuros
(Lathobates pipiens, L. clamitans, L. catesbeianus, Anaxyrus americanus e Hyla versicolor). (Relyea 2004).
Adicionalmente, Hayes ez /. (2006) demostraron que una mezcla de nueve plaguicidas (cuatro
herbicidas, dos fungicidasy tres insecticidas) que se utilizan conjuntamente en los campos de
maiz en Estados Unidos y a una concentracién ecologica relativamente baja (0.1 pug/L) ocasiond
efectos dramaticos en el crecimiento y desarrollo de renacuajos de ILithobates pipiens por
exposicion cronica. En ese estudio, también se observo en los renacuajos expuestos un retraso
para iniciar la metamorfosis y un menor tamafio que renacuajos sin exposicion. Relyea ez ai.
(2005) encontro que los plaguicidas Roundup (Glifosato) y Malation, tienen efectos positivos y
negativos que afectan directa o indirectamente a los renacuajos expuestos. Particularmente estos
plaguicidas aumentan la mortalidad afectando negativamente la supervivencia de los mismos,
mientras que la biomasa de las larvas de las especies de ranas Hyla versicolor, Bufo americanus y L.

pipiens aumenta debido a la proliferaciéon en la abundancia de algas.
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Ademas de los efectos toxicoldgicos expuestos arriba, llama la atencion los efectos de

los plaguicidas a nivel endocrino e inmune. Dentro de los estudios que se han realizado sobre
este tema destaca el llevado a cabo por Gendron ez /. (2003). En este estudio se encontrd que
algunos plaguicidas, especificamenteuna combinacién de dos herbicidas (atrazina y metribuzina)
y cuatro insecticidas (endosulfan, lindan, aldicarb y dieldrin), no influyen en el porcentaje de
infeccién producido por nematodos en su hospedero la Rana leopardo (L. pzpiens). Sin embatgo
se encontré que los individuos expuestos a la mezcla de plaguicidas presentaban un mayor
crecimiento y maduracién de los gusanos. De aqui los autores concluyen que los plaguicidas
influyen en la respuesta inmune de los mismos, reduciendo asi su capacidad de respuesta de
eliminaciény control de la infeccién de parasitos. Bridges & Boone (2002) encontraron que en
anfibios expuestos al plaguicida carbaril combinado con diferentes intensidades de rayos UV,
pueden ocasionarla proliferacioén de parasitos debido a la disminuciénen las defensas corporales
de los animales afectados. Ademas de esto también se comprobd que el estrés adicional
provocado por la presencia de plaguicidas afecta la homeostasis del animal y en algunos casos

produce heridas corporales afectando el valor adaptativo de estos individuos.

Uno de los plaguicidas mas estudiados que podtia provocar efectos dafiinos en los
anfibios y en otros vertebrados ectotérmicos es la Atrazina. Este herbicida no esta directamente
relacionado a altas mortalidades en individuos expuestos, sin embargo posee efectos subletales
que afectan el desarrollo de los renacuajos (Rohr ez a/. 2006, Rohr & McCoy 2010). Entre ellos
destaca la afectacién en el tiempo de desarrollo de los renacuajos, ya que en algunas ocasiones
puede adelantarel proceso de metamorfosis, mientras que en otros atrasa dicho proceso (Larson

et al. 1998, Freeman ef al. 2005). Por otro lado también se reporta afectacion en la actividad de
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los renacuajos expuestos al plaguicida asi como disminucién en los comportamientos
antidepredatorios (Rohr & McCoy 2010). La Atrazina es reconocida como un plaguicida con
capacidad de provocar disrupcién endocrina, exposiciones a concentraciones subletales de este
quimico ocasionan castracion y feminizacién en larvas de anfibios machos. Este efecto tiene
consecuencias a nivel poblacional ya que tiene la capacidad de afectarla reproduccion de anfibios
expuestos a este herbicida (Hayes ez a/. 2006). Ademas de esto, la atrazina disminuyela capacidad
inmunolégica de larvas de anfibios en un 77 %, lo que ocasiona que sean mas propensos a focos
de infeccién por parasitos, virus y bacterias (Kiesecker 2002, Forson & Storfer 2006, Rohr ef .
2008, Langerveld ez al. 2009). Cabe destacar que recientemente se encontrd que el fungicida
clorotalonil esta relacionado en la inmunosupresiéon de algunas especies de anfibios. Se
determiné que este fungicida tiene una incidencia entre el 87 al 100 % en la mortalidad de los
renacuajos de las especies Osteopilus septentrionalis y Rana sphenocephala expuestos a diferentes
concentraciones de dicho compuesto. En la misma investigacion se encontré que mediante
expetimentos llevados a cabo en el laboratotio, las concentraciones altas (82 pg/L) y bajas
(0,0164 pg/L) producen mortalidades de hasta el 100 % de los individuos expuestos de las

especies Osteophilus septentrionales, Hyla squirella e Hyla cinerea (McMahon ez al. 2011).

El efecto de plaguicidas sobre poblaciones de anfibios de zonas medias-altas ha sido
reportado principalmente en zonas templadas por Davidson (2004), el cudl encontrd una fuerte
correlacién entre el traslado aéreo del plaguicida carbaril hacia las zonas altas y el decline de las
poblaciones de varias especies del género Rana que habitan estas zonas. Teniendo uno de los
mayores impactos sobre la especie Rana cascadea, reconocida por el estado ctitico de sus

poblaciones (Buck eza/. 2012). En otro caso, Davidson & Knapp (2007) encontraron que existe
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un efecto directo de plaguicidas transportados por viento en las montafas de Sierra Nevada,
California sobre las poblaciones de Rana muscosa que habitan zonas pristinas de esta zona

montafiosa.

Plaguicidas y su interaccién con otros factores de estrés

Enlos ultimos afios se ha incrementado el nimero de investigaciones que se enfocan en
los efectos producidos por la exposicion a toxicos en anfibios e interacciéon con otros factores
estresantes (Boone & Semlitsch 2002, Boone & James 2003, Rohr ¢7 a/. 2004, Lehman & Williams
2010, Buck ef a/. 2012). Uno de estos factores ambientales que influyen en el desarrollo de los
anfibios enlos ecosistemas, es el efecto producido porla presencia de depredadores enlos sitios
de desarrollo de los renacuajos. Seiter (2009) mostré que la presencia de depredadores reduce la
respuesta inmune en las larvas de la especie Rana sylvatica. Esto ocasiona un descenso en la
inmunocompetencia durante la metamorfosis. Este efecto puede provocar que la exposicion
ante depredadores reduzca la respuesta inmune y las poblaciones de anuros sean vulnerables no
solo a depredadores sino tambiéna parasitos. Bajo estas circunstancias los parasitos oportunistas
se pueden aprovechar de la baja cantidad de defensas contra ellos por parte de los hospederos
(Seiter 2009). Ademas de esto, se ha demostrado que los depredadores acuaticos de larvas de
anfibios son capaces de emitir sefiales quimicas de depredacion. Estas sefales son capaces de
generar estrés reduciendo la actividad y crecimiento de los renacuajos. Las sefales quimicas
pueden interactuar con plaguicidas, incentivando respuestas. Asi por ejemplo, el insecticida

inhibidor de colinesterasa carbaril causa altos niveles de mortalidad en renacuajos de Hyk
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versicolor (Relyea & Mills 2001). El carbaril cuando se encontré solo y a concentraciones bajas
produjo pequenos impactos en la sobrevivencia de los renacuajos. Sin embargo cuando estuvo
en combinacién con sefales quimicas de depredacion, la mortalidad de los renacuajos
increment6 entre 2 a 4 veces (Relyea & Mills 2001). Con el fin de examinar si este fenémeno se
presenta en mas especies con este mismo plaguicida, Relyea (2003) examind la supervivencia en
seis especies mas de anuros. Se encontr6 en dos de las seis especies que el carbaril es hasta 46
veces mas letal cuando se combina con las sefiales quimicas que cuando se presenta solo y a bajas
concentraciones. Johnson ez /. (2013) no observaron un efecto sinergistico en la supervivencia
y biomasa de renacuajos de A. c@llidryas ante el tiesgo de depredacién con clorotalonil y

endosulfan durante una exposicién aguda.

Problematica de plaguicidas en Costa Rica y su posible relacion con los declines de

anfibios

En Costa Rica, la problematica en el uso de plaguicidas tiende al aumento, debido a los
cultivos intensivos de banano, café, pifia y melon entre otros. Actualmente el pais esta entre los
paises con mayores indices de importacion de plaguicidas por habitante y area agricola a nivel
mundial (Ramirez ez al. 2009); de hecho el pais pasé de importar 2,648 toneladas métricas de
ingrediente activoen 19772a 11,636 toneladas enel 20006, lo que representa un aumento del 340%
en un periodo de 30 anos. Cabe destacar que de las toneladas de producto activo importado, el
20 % es reformulado en nuestro pais y exportado (Ramirez ez a/. 2009). Durante este tiempo en

donde se dio un incremento en el consumo y utilizacién de sustancias quimicas, también
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comenzaron a suceder los declines poblacionales de anfibios, por lo que estos dos fenémenos

podrian estar relacionados entre si.

Son pocos los estudios que se han realizado en cuanto al efecto de plaguicidas sobre
poblaciones de anfibios en Costa Rica, pese a que el uso de los mismos es sumamente
preocupante (Sasa ez a/. 2010). Uno de los pocos esfuerzos que se han llevado a cabo es el de
Klemens efal. (2003). En este estudio se encontro la presencia de plaguicidas organoclorados en
varias especies de anfibios, tortugas y ratones en el Parque Nacional Santa Rosa. Las especies de
anfibios en donde se encontr6 estos quimicos fueron Rhbinophrynus dorsalis, Lithobates forrer y
Rhinella marina. Estos datos muestran que especies que son muy poco frecuentes de observar
como lo es R. dorsalis (los individuos solamente salen a la superficie pocos dias al afio para
reproducirse), son afectados también por plaguicidas. Por otro lado, Ghose ef al. (2014)
recientemente analizé el efecto de los diez plaguicidas mas usados en las actividades agricolas de
nuestro pais. El propésito del estudio fue determinarlas concentraciones letales y subletales que
tienen efectos sobre la fisiologia de la especie Agalychnis callidryas. Se encontrd que los mayores
efectos los producen los nematicidas terbufos, etrofos y especialmente el fungicida clorotalonil,

el cual present6 la toxicidad mas alta de todos los plaguicidas analizados.

En las ultimas décadas, se ha reportado la aparicion de principios activos de plaguicidas
condensados en las nubes de varias zonas protegidas de Monteverde, Volcan Poas y Volcan
Barva (Castillo ez al. 2006, Daly et al. 2007a). Estos sitios han sido histéricamente los principales
focos de extinciénde especies de anuros en nuestro pais (Pounds & Crump 1994, Bolafios 2009).

Por lo que el efecto de los plaguicidas que se trasladan por aire hacia las zonas montafiosas toma



15
especial interés si se toma en cuenta la gran utilizacién de plaguicidas en el sector agricola de

zonas bajas como lo son el Caribe y la zona Norte de Costa Rica.

En muestras de suelo de bosques nubosos de zonas medias-altas de Costa Rica se han
encontrado las concentraciones mas altas de ciertos plaguicidas comparadas conel resto del pais.
Esto se debe a que los suelos de estos lugares tienen mayor retencion de plaguicidas debido a las
bajas temperaturas y a la alta cantidad de materia organica que disminuyen la volatilizacién y
degradacion de los mismos (Daly e# a/. 2007a). Por otro lado, Shunthirasingham ez a/. (2011)
confirman la presencia de dacthal, clorotalonil, endosulfan y sus metabolitos; en zonas
montanosas de Costa Rica, debido al transporte atmosférico y posterior deposicion tanto en

suelo como en agua de lagos, rios y bromelias de bosques de estos sitios.

Dos de los plaguicidas mencionados anteriormente son tomados con especial interés
debido a su amplio uso en Costa Rica, asi como su reconocida toxicidad para los anfibios. Fl
clorotalonil es un fungicida que es muy utilizado para el control de infestaciones de hongos y
bacterias en cultivos (Chaves eza/. 2007). En Costa Rica es el tercer plaguicida mas utilizado (i.e.
plantaciones de banano, café, melén y pifia) y existen reportes que el clorotalonil en algunas
plantaciones de banano ha sido aplicado en el mismo sitio entre 45 a 60 veces por afio (Castillo
etal. 2000) y en cantidades mayores a 1.4 litros por hectarea (Chaves ez /. 2007). La presencia de
este compuesto se ha reportado en sistemas acuaticos de la zona Atlantica de Costa Rica con
concentraciones entre 8 y 11 pg/L (Castillo ez a/. 1997).

Por otro lado, el endosulfan es un acaricida perteneciente al grupo de los plaguicidas

organoclorados. Este grupo de plaguicidas se caracteriza por acumularse en el tejido de los
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animales asi como por persistirmucho tiempo en el ambiente (Wieland eza/. 2000). El endosulfan
puede ocasionar mortalidad de organismos asi como importantes efectos subletales que afectan
tanto la fisiologia de los animales asi como otros procesos nerviosos y de comportamiento
(Denoel et al. 2012). En el ano 2007 se importaron 42 475 kilogramos de ingrediente activo
endosulfan en Costa Rica. El endosulfan se compone de dos isémeros, el endosulfan alfay el
endosulfanbeta, ambos presentanalta persistencia enelambiente (Etnst eza/. 1991). Enlas aguas
superficiales del pais se han encontrado concentraciones de endosulfan alfa y endosulfan beta

entre 0.02 — 9.3 pg/Ly 0.04 — 8.9 pg/L respectivamente (Bejarano e al. 2009).

La carencia de investigacion en los tropicos sobre el efecto de plaguicidas sobre las
poblaciones de anfibios de bosques de altura es preocupante, debido a que los plaguicidas se
comportan de diferente manera en estos sitios (Burkhart e /. 2003). Dichas variaciones se deben
entre otros a las diferencias de temperatura, pH, dureza y carbono organico disuelto en el agua;
esto influye en los mecanismos asociados con la degradacion, movilizaciény metabolismo de los
plaguicidas influyendo en la toxicidad de los mismos (Heugens ez a/. 2001, Boone e7 al. 2003).
Otro aspecto importante importante puede ser que en los tropicos se siguen aplicando
plaguicidas que por su alta toxicidas han sido eliminado en paises desarrolados (Burkhart e/ a/.

2003).

En los trépicos, especificamente en Latinoamérica es donde habitan la mitad de las
especies de anfibios del mundo (Duellman 1999), muchas de las cuales se encuentran
amenazadas (Young ef al. 2001). Por estas razones es urgente elaborar investigaciones

experimentales que brinden informacién que permita identificar y conocer la sensibilidad que



17
presentan los anfibios ante la exposicion a plaguicidas e inclusive interacciones entre multiples
estresores (i.e plaguicidas y competencia, riesgo de depredacién, enfermedades). Para esto es
importante no solo tomar en cuenta factores estresantes antropicos sino también analizar cémo
interactian los mismos con otros factores de estrés naturales, como es el caso de la presencia de

depredadores, competencia intra e interespecifica, riesgo de desecacion, estrés alimenticio y

pérdida de habitats (Buck ez a/. 2012).

Con respecto al estado poblacional de anfibios en el pais, Costa Rica posee 203 especies
de anfibios (Bolafios ¢z a/. 2011), de las cualesun 32.3 % se encuentra en peligro critico o extintas
segun las categorias de la UICN (Bolanos 2009). Dichas extinciones y declines de poblaciones
han sido documentadas en su mayoria en las zonas montafiosas de nuestro pafs, siendo algunos
lugares como Monteverde (Pounds & Crump 1994) y Las Tablas (Lips 1998) un ejemplo claro
de la problematica que estan viviendo los anfibios. Sin embargo, también en sitios de bajura se
han reportado declines importantes, tal es el caso de lo documentado por Whitfield ez /. (2007)
en la Estacién Biologica La Selva. Pese a la problematica antes descrita, el panorama en general
del estado de las poblaciones de anfibios en Costa Rica podria no tener un futuro tan negativo,
ya que muchas de las especies que declinaron en la década de los 80 y 90 han empezado a
recuperar sus poblaciones, situacién que esta siendo analizada para determinar cuales son las

razones de este fenéomeno (Bolafios 2009).

Ecoinmunologia
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La ecoinmunologia es una disciplina emergente desarrollada por ecélogos y bidlogos
evolucionistas que busca entender desde el punto de vista fisiolégico, ecolégico y evolutivo,
como los cambios y variaciones en la respuesta inmune de los hospederos contribuyen con el
desarrollo de enfermedades (Demas ef a/. 2011, Downs e/ al. 2014). Este campo se basa en
comprender el estado de salud del animal y su correlaciéon con el ambiente en donde habita
(Martin ez al. 2014). La ecoinmunologia también se encarga de desarrollar técnicas inmunoldgicas
para evaluarlas funcionesinmunes en animales de vida silvestre enel campo y no en laboratorios
especializados (Martin ez 2/. 2010, Demas ez a/. 2011), tanto técnicas inmunoldgicas basicas como

fundamentos conceptuales de diferentes areas de la salud de animales (Brock ez a/. 2014).

Las técnicas de ecoinmunologia permiten determinar si hay un efecto negativo en los
sistemas innato y adaptativo, midiendo el efecto producido por diferentes sustancias. El efecto
desarrollado por hormonas de estrés como los corticosteroides es de especial interés ya que son
liberadas como respuesta ante diferentes situaciones en donde el animal redestina sus fuerzas
para superar los factores de estrés a los que esta expuesto (Davis ez /. 2008). Una vez que se
liberan estas hormonas, se da una inmunosupresion por parte del animal, reduciendo su
respuesta ante procesos de respuesta inmune como lo son procesos inflamatorios, fiebre,

liberacién de anticuerpos, etc (Warne ez a/. 2015).

Con el fin de medir el estado del sistema inmune se utilizan técnicas que evaltan
diferentes partes del sistema inmunitario. Tal es el caso de mediciones del sistema inmune innato
como es la efectividad de los péptidos antimicrobianos que poseen los anfibios en su piel, los

cuales se encargan de destruir cualquier antigeno que quiera ingresar por via cutanea (Kindt ez al
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2007, Demas e# al. 2011). También se utiliza la mediciéon de la efectividad del complejo del
complemento, el cual se encarga de dafiar las membranas de microorganismos patdgenos que
ingresan al organismo (Pastoret ez a/. 1998, Demas ez a/. 2011). Otras técnicas inmunoldgicas
utilizadas en vida silvestre son las medidas hematoldgicas como los conteos de glébulos rojos y
blancos totales, asi como conteos diferenciales de leucocitos o perfiles leucocitarios (Martin e .
2010). Estas medidas dan informacién del estado de salud del animal. Otro ejemplo es la
proporcion de neutréfilos y linfocitos, la cual es utilizada para establecer estrés en los animales
(Davis ez al. 2008). Para evaluar el estado de la inmunidad innata se puede utilizar los desafios de
eliminacién de bacterias, con esta técnica se mide la habilidad que tiene una muestra de sangre
fresca de matar bacterias ex vivo (Millet ez al. 2007). Otras técnicas incluyen el analisis del tamafio
de tejidos linfoides, citomettia de flujo, analisis de citotoxicidad de células NK y analisis de la

habilidad fagocitaria de macréfagos (Demas ez al. 2011).

En cuanto a la evaluacién del sistema inmune adaptativo, es necesario la utilizacién de
inmunoensayos utilizando diferentes variaciones de ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent
Assay), con el fin de cuantificar anticuerpos circundantes (Lomonte 2007, Demas ez a/. 2011).
Tambiénse utilizan esquemas de infeccion con diferentes patogenos para establecerla resistencia
de los animales expuestos y la efectividad de todos los componentes del sistema inmunitario

(Demas et al. 2011).

La utilizacion de dichas técnicas permite una mejor vision del estado de salud de muchos

animales 77 situ, con lo que podemos establecer directamente cuales son los efectos nocivos que
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pueden ocasionar dafios fisioldgicos en los individuos, y que a postetiori pueden influir en el

estado de las poblaciones silvestres (Martin ef a/. 2010, Warne ez al. 2015).

En los dltimos afios se ha evaluado el papel que cumplen una diversidad de péptidos
antimicrobianos que se encuentran en la piel de los anfibios y como estos varian entre es pecies.
Esta variacion es uno de los enfoques mas importantes para entender como algunos patégenos
afectan con mayor intensidad a algunas especies mientras que otras pueden sobrevivir y convivir

con los patégenos (Young ez a/. 2014, Rumschlag & Boone 2015).

Sistema inmunolégico y defensas contra patégenos en anfibios

Para entender el mecanismo por el cual se produce inmunosupresion en los renacuajos
se debe conocer el funcionamiento basico del sistema inmunolégico. La respuesta inmune de un
organismo consiste en todos los mecanismos llevados a cabo por el cuerpo en defensa de este
ante organismos o agentes extrafios a él. Kindt ez /. (2007) indican que hay tres funciones

fundamentales del sistema inmune:

e Defensa: reconocimiento y eliminaciéon de agentes infecciosos intra y
extracelulares.

e Homeostasia: reconocimiento y eliminacion de células del organismo
envejecidas, mutadas o danadas; funciones de regeneracién y reparacion de
tejidos dafiados.

e Vigilancia: reconocimiento y eliminacioén de células que expresan mutaciones.
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El sistema inmune de anfibios es muy similar al encontrado en otros grupos de
vertebrados (Pastoret e a/. 1998), por lo tanto uno de los principales modelos no mamiferos
utilizado en investigaciones inmunolodgicas es la especie Xenopus laevis (Robert & Ohta 2009).
Esto ha podido generar informacion sobre el desarrollo evolutivo del sistema inmune hasta su

desarrollo maximo en mamiferos.

El sistema inmunolégico de los anfibios esta categorizado en dos tipos interconectados
de respuestas inmunes, conocidos como: sistema inmune innato y sistema inmune adaptativo

(Carey et al. 1999).

Sistema inmune innato

La inmunidad innata es un componente menos especifico que actia como primera
respuesta de defensa ante infecciones; este tipo de inmunidad estd compuesto por un grupo de
mecanismos que no son especificos a patégenos en particular, sino que incluyen una gran
variedad de componentes celulares y moleculares conla finalidad de preveniro eliminarlos focos
de infeccién en los primeros momentos de infeccién (Pastoret ef a/. 1998). En la mayoria de
fenémenos de infecciéon que ocurren en un organismo, la inmunidad innata se encarga de
impedir de manera altamente eficaz la mayorfa de infecciones desde su inicio o en las primeras

horas después de su primer contacto con este tipo de inmunoreaccion (Kindt ez a/. 2007).

Dentro de los procesos de la inmunidad innata en anfibios destacan las barreras fisicas
que forman un obstaculo para los patdgenos. Las principales barreras fisicas son la piel, las

membranas mucosas, la acidez estomacal y los péptidos antimicrobianos (Carey e# al. 1999,
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Ramsey ¢7 al. 2010). Para los anfibios estas barreras son muy importantes ya que al poseer una
piel permeable es la principal arma que poseen para enfrentarse a patdgenos y contaminantes
externos (Richmond ez 2/. 2009). Algunas especies poseen péptidos antimicrobianos que tienen
la habilidad de generar resistencia ante la presencia del Bd al inhibir el crecimiento de sus

zoosporas, lo que hace a estas especies resistentes a este patéogeno vinculado con los declines

(Rollins-Smith ¢# a/. 2005, Richmond e# a/. 2009, Rollins-Smith ez a/. 2011).

Otros procesos de defensa que tiene la inmunidad innata son la presencia de células con
la habilidad de fagocitosis que se encargan de la digestion de material particulado extracelular
(Pastoret ez /. 1998, Kindt ¢z /. 2007). En la inmunidad innata participan algunas moléculas
solubles que se encargan de degradar algunos antigenos, un ejemplo de esto es la enzima lizosima
que se encuentra en secreciones mucosas y lagrimas y que tiene la capacidad de romper la pared
de peptidoglicanos presente en las bacterias. Otra de estas moléculas solubles es el interferén el
cual es un grupo de proteinas secretadas por células infectadas por virus y que tiene la capacidad
de unirse a células cercanas e inducir un estado generalizado antivirico (Kindt e a/. 2007). El
complemento, es otro agente de la inmunidad innata conformado por un grupo de proteinas
séricas que circulan en el cuerpo en estado inactivo, y que una vez que por diferentes estimulos
son activadas, tienen la capacidad de dafnar las membranas de microorganismos patdgenos que
actuan en conjunto con los anticuerpos de la inmunidad adaptativa (Carey e a/. 1999). Otro
importante agente de este tipo de respuesta inmunoloégicas son las células asesinas naturales
(NK), este tipo de células generan una respuesta inmediata de tipo citotoxica contra infecciones

causadas por virus o contra tumores marcados por antigenos (Pastoret ez a/. 1998). Las células
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NK se encuentran en el bazo de los anfibios adultos, sin embargo hasta el momento no han sido

encontradas en el bazo de renacuajos (Carey ez a/. 1999).

Los leucocitos son otro tipo de células del sistema inmune innato. L.a hematopoyesis es
el proceso mediante el cual se diferencianlos diferentes tipos de leucocitos, esto se da en anfibios
a diferencia de los mamiferos (médula 6sea) en el higado de renacuajos, mientras que en los
adultos se da en el higado y en el bazo (Robert & Ohta 2009). El primer tipo de leucocitos
presentan un nucleo no segmentado, son llamadas monocitos cuando se encuentran en la sangre
circulante, mientras que cuando llegan a los diferentes 6rganos su estructura cambia por lo que
se llaman macréfagos. Dentro de las principales funciones llevadas a cabo por estas células es
fagocitar antigenos y aumentar la actividad microbiana en el cuerpo, ademas procesan y
presentan antigenos a los linfocitos (Pastoret ef a/. 1998). Otra célula importante del sistema
inmunne innato son los neutroéfilos, que son los primeros en llegar a los sitios de infeccién ya
que son atraidos mediante quimiotaxis, estos tienen funciones de fagocitosis y actividad
microbiana eliminando asi a los antigenos especialmente a las bacterias y hongos. Los basofilos
son otro tipo de células que son muy poco abundantes en la sangre, cuando se encuentran en
mucosas reciben el nombre de mastocitos; son importantes agentes que ayudan ante procesos
alérgicos ya que liberan sustancias vasoactivas potentes que aumentan la permeabilidad capilar y
de contraccion del musculo liso. Por dltimo, los eusinofilos regulan la actividad de los baséfilos
y mastocitos, ademas en mamiferos estas células tienen capacidad fagocitica y microbicida,
ademas liberan sustancias toxicas a nivel extracelular que ayudan ante el ataque de helmintos

(Kindt et al. 2007, Davis ef al. 2008, Arikan & Cicek 2014).
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Inmunidad Adaptativo

La inmunidad adaptativa (especifica) como parte del sistema inmunolégico de
vertebrados trabaja de forma conjunta con la inmunidad innata y comienza sus funciones luego
de algunos dias después de ocurrida la infeccion. De manera general, la inmunidad adaptativa se
encarga de reconocer, eliminary luego recordar a los diferentes patdégenos invasores que logran
evadir las reacciones innatas y persistir en el cuerpo del organismo (Kindt eza/. 2007). En el caso
de los anfibios la inmunidad adaptativa es menos caracterizada cuando se compara conla de los
mamiferos, ademas suele presentar menor afinidad contra patdgenos sin embargo el éxito de

este tipo de respuesta inmune es altamente eficaz (Robert & Ohta 2009).

La inmunidad adaptativa se caracteriza por la presencia de una serie de células
inmunolégicas encargadas de responder de manera altamente especifica ante el ataque de

diferentes tipos de antigenos (Carey ef a/. 1999). Hay 4 caracteristicas importantes:

e Especificidad antigénica: capacidad de reconocer diferencias sutiles que se dan de un
antigeno a otro

e Diversidad: capacidad de reconocer miles de millones de estructuras diferentes
encontradas en antigenos extrafios

e Memoria inmunitaria: respuesta ante una segunda infeccién es mucho mas rapida y
eficaz.

e Reconocimiento: capacidad de reaccionar solo ante antigenos extrafios.
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Las células especializadas que pertenecen al sistema inmune adaptativo son llamados
linfocitos T y B que son un tipo especifico de glébulos blancos. Los linfocitos B se produceny
maduran dentro de la médula 6sea en mamiferos, sin embargo en anfibios la médula 6sea no es

un 6rgano linfoide, por lo tanto la produccién y diferenciacion de estas células se da en higado

y en el bazo (Robert & Ohta 2009).

Tanto las células B como las T, poseen un receptor de unién para un antigeno especifico.
Cuando este receptor se encuentra por primera vez con un antigeno que corresponde al
anticuerpo que posee en su membrana, esta se divide con rapidez produciendo una gran cantidad
de células clones, las cuales se diferencian en células B de memoria y células B efectoras (células
plasmaticas). Las primeras son exactamente iguales a las células madre, mientras que las células
plasmaticas tienen poco o nada de anticuerpounido a su membrana y su funcién es la de secretar
cantidades grandes de anticuerpos que sirven como fuente principal de moléculas efectoras de

la inmunidad humoral (Kindt e a/. 2007).

Los anticuerpos secretados por las células plasmaticas son glicoproteinas que cumplen
una importante funcién ya tienen la capacidad de unirse de modo especifico a un epitopo del
antigeno en cuestion (Murphy ez a/. 2009). Los anticuerpos pueden presentarse de dos maneras,
como constituyentes unidos a membranas de los linfocitos B o como moléculas solubles
secretadas por las células plasmaticas. Hay 5 diferentes clases de anticuerpos o inmunoglobulinas
presentes en anfibios; las cuales al igual que en los demas mamiferos se distinguen por las
secuencias de aminoacidos presentes en la cadena pesada que conforma el complejo de union

del antigeno (Demas e# a/. 2011). La primera clase de inmunoglobulinas es llamada IgY, es la
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segunda mas abundante, se pueden encontrar en el plasma sanguineo, bazo y en el higado
(Robert & Ohta 2009). Tienen la capacidad de activar el sistema de complemento para lisarlas
membranas de los antigenos. Esta inmunoglobulina posee las mismas funciones que la IgG de
los vertebrados superiores (Mussmann e# a/. 1996). La segunda clase de anticuerpo en anfibios
son los IgX, este tipo de anticuerpo son las menos abundantes, se pueden encontrar en las
mucosas del epitelio del intestino. Las IgX tienen una estructura similar al IgM de vertebrados
superiores sin embargo posee las funciones de las IgA de dichos taxas (Robert & Ohta 2009).
Las IgX se encuentran principalmente en secreciones ya que protege diferentes mucosas en el
cuerpo, encontrandose en grandes cantidades enlas mucosas dela piel de anfibios (Rollins-Smith
etal.2011). Los anticuerpos de tipo IgM al igual que en vertebrados mayores, son los mas grandes
de todos ya que poseen 10 sitios activos de unién para antigenos; son los mas abundantes y se
encuentran en todos los tejidos, principalmente en el torrente sanguineo (Robert & Ohta 2009).
Las IgM tienen la capacidad de activar el sistema de complemento, ademas son los primeros en
responder ante la presencia de un antigeno. Este tipo de inmunoglobulinas es la primera en
producirse en los renacuajos de X. /aevis, esto poco tiempo después de producirse la fertilizacion
de los huevos (12 dias) (Hsu & Pasquier 1984). Dos inmunoglobulinas fueron descubiettas
mediante el analisis del genoma de la especie Si/urana tropicalis (Zhao et al. 2006, Robert & Ohta
2009). La primera de ellas es la IgD, al igual que en vertebrados mayores no se conoce mucho
de esta inmunoglobulina, ya que es muy poco abundante en la sangre y su funcién biolégica atn
no ha sido descubierta (Zhao et al. 2006, Kindt ¢z a/. 2007). El dltimo tipo de anticuerpo es el
IgF, esta inmunoglobulina es la mas pequefa de todas y se cree que proviene evolutivamente de

una IgY duplicada que perdié un dominio constante interno de su estructura (Zhao ez al. 20006).
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Los linfocitos T se producen en el higado de los adultos de X. /aevis, luego migran hacia

el Timo para madurar y diferenciarse, una vez realizado este proceso se acumulan junto con una
gran cantidad de linfocitos B en el bazo, especificamente en la pulpa blanca (Robert & Ohta
2009). Los linfocitos T en maduraciéon presentan una molécula tnica de unién a antigenos
llamada receptor de célula T (TCR). De este tipo de células se conoce la existencia de dos
subpoblaciones llamadas células T colaboradoras (Ty) y células citotoxicas (T) (Kindt ef .
2007). Estas se diferencian por la presencia de glucoproteinas de membrana llamadas CD4 y
CD8 respectivamente (Pastoret ez a/. 1998). Recientemente se caracteriz6 una tercera
subpoblacion de linfocitos T llamados reguladores (T'.,), estos se diferencian de los dos tipos
anteriores porque poseen CD4 en su membrana sin embargo también posee marcadores de
superficie asociados a su fase de activacion (Kindt ef 2/ 2007). La diferencia principal que
caracteriza a los linfocitos T y los diferencia de los B, es que tnicamente pueden identificar
antigenos unidos a ciertas proteinas de membrana celular llamadas moléculas del complejo
mayor de histocompatibilidad (MHC) (Kindt ez 2/. 2007). Las MHC estan presentes en células
dendriticas, macréfagos y linfocitos B; por esta razén se dice que los linfocitos T son la fuente

principal de la inmunidad adaptativa mediada por células (Pastoret e al. 1998).

En renacuajos, se da una variacién importante en cuanto al sistema inmune adaptativo.
Luego de suceder la fertilizacion de los huevos, 1a larva tarda 2 dias para ser inmunocompetente.
El primer 6rgano inmune en trabajar es el higado, en él se produce la linfopoyesis, mientras que
la reorganizacion de los genes que expresan los Ig se da en el bazo. Es importante mencionar
que los renacuajos no poseen médula 6sea. El bazo es el principal 6rgano del sistema inmune,

este crece en medida en que crece la longitud del renacuajo. En cuanto a la produccién de
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anticuerpos, la larva tarda de 8 a 10 dias para tener anticuerpos maduros luego de ser fertilizados
los huevos. En los renacuajos no se da la presencia de IgM y IgX en el mucus del epitelio del
intestino. Las larvas de anfibios no poseen tanta heterogeneidad en el repertorio de anticuerpos
comparado con adultos, ademas la especificidad de los mismos no es tan alta hasta después de
que sucede la metamorfosis. Por ultimo, presentan una limitada superficie de expresion de MHC
I, esto se debe a la poca educaciéon que se da en las células inmunes de larvas debido a que el

sistema inmune no se encuentra totalmente desarrollado (Robert & Ohta 2009).
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CAPITULO 2: EFECTO DE MULTIPLES FACTORES ESTRESANTES
SOBRE LA RESPUESTA INMUNE Y FISIOLOGICA EN RENACUAJOS
DE LITHOBATES TAYL.ORI (ANURA: RANIDAE) EN COSTA RICA

Erick Ballestero Rodriguez',

'"Escuela de Biologia, Universidad de Costa Rica

*Sistema de Estudios de Posgrado, Universidad de Costa Rica

Resumen

Costa Rica es uno de los principales sitios en el mundo donde se han reportado declines
enigmaticos de anfibios. Uno de los principales factores que podrian estar afectando a las
poblaciones de anfibios es la presencia de plaguicidas en sus hébitats, incluso también en
ambientes protegidos. Un ejemplo de esto es la presencia de concentraciones altas de ciertos
plaguicidas en bosques nubosos, transportados por medio de viento y lluvia desde los sitios de
aplicacion en las zonas bajas. La presencia de plaguicidas en los ecosistemas puede interactuar
con otros estresores naturales lo que podtia generar mayor impacto en las poblaciones de
anfibios. La presencia de estresores en el ambiente podtia afectar el mecanismo de liberaciény
regulacion de hormonas de estrés en anfibios, ocasionando una disminucién en la respuesta
inmune. Lithobates taylori es una especie de anuro que habita las zonas medias altas dela Cordillera
Volcanica Central de Costa Rica, las poblaciones de esta especie en zonas altas han presentado
disminuciones considerables en las dltimas tres décadas. El objetivo de esta investigacion es
determinar y cuantificar el efecto de factores de estrés bidticos (depredacion) y antrépicos
(presencia de plaguicidas clorotalonil y endosulfan beta) sobre la respuesta inmune y fisioldgica
de los renacuajos de la especie Lithobates taylor: de las partes altas del Valle Central de Costa Rica.
Se utilizaron mesocosmos para realizar experimentos de exposicién cronica a factores de estrés.
Se escogieron 3 concentraciones de cada plaguicida y la presencia o ausencia de una larva de
odonato como depredador. El tamafio corporal y peso de renacuajos expuestos al plaguicida
endosulfan beta disminuyeron significativamente cuando se presentaba individualmente asi
como cuando se encontraba combinado con otros estresores. El grado de desarrollo larval fue
acelerado por concentraciones altas de clorotalonil y desacelerado por concentraciones bajas de

endosulfan beta. En cuanto a las variables inmunoldgicas, se encontraron aumentos en el
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niamero de neutréfilos ocasionados por el endosulfin beta. El clorotalonil en sus dos
concentraciones aument6 el nimero de monocitos, eosinéfilos y eritrocitos en sangre. Por
ultimo se encontrd que el endosulfan beta aumenta la concentraciéon de corticosteroides en
sangte, esto como respuesta al estrés ocasionado por la exposicién a este quimico. A partir de
estos resultados se concluye que la presencia de endosulfan beta y clorotalonil en las zonas altas
de Costa Rica esta ocasionando estrés y afectaciones en la respuesta inmune y fisiol6gica en las
poblaciones de L. faylori que habitan estos lugares. Por lo tanto, el aumento en la concentracion
de corticosteroides enlos renacuajos podria ser el enlace bioquimico entre el efecto ocasionado

por factores estresantes y el decline de poblaciones de anfibios.

Palabras clave: inmunosupresion, estrés, depredacion, plaguicidas, decline de anfibios,
endosulfin beta, clorotalonil, mesocosmos.

Introduccion

El decline sufrido por cerca del 48 % de especies de anfibios en el mundo, representa
uno de los problemas ambientales mas importantes de las ultimas décadas a nivel mundial (Stuart
etal. 2004, Blaustein & Dobson 2006, Hoffman ez /. 2010). Los declines de anfibios as{ como la
extincion de muchas especies de organismos en las dltimas décadas, es considerada por algunos
autores como la sexta extincién masiva de especies ocurrida en la historia de nuestro planeta
(Wake & Vredenburg 2008). Este fenémeno toma especial interés ya que algunos estimados
sugieren que las tasas de extincion actuales en este grupo de animales son hasta 211 veces
mayores a las tasas de extincion historicas registradas para este taxa (McCallum 2007). La gran
mayoria de especies afectadas por estos fendmenos habitan las elevaciones medias y altas de

ambientes tropicales (Puschendorf ez a/. 2000).

Una serie de factores causales han sido asociados con el decline de algunas poblaciones

de anfibios en el mundo. Tal es el caso de la pérdida de habitat (Heenar 1997), el cambio
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climatico que ha involucrado un calentamiento global (Pounds & Crump 1994), la alta
proliferacién en el uso de plaguicidas en diferentes agroecosistemas (Davidson 2004) y la
aparicion de diferentes enfermedades emergentes, principalmente la quitridiomicosis y las
infecciones causadas por el Ranavirus sp. (Carey 2000). Por otro lado, existen declines
poblacionales y extinciones de especies de anfibios catalogadas como enigmaticas, esto debido a
que se han dado en zonas protegidas en donde no se reportaban afectaciones antrépicas cuando
estos sucedieron (Wake 1991, Pounds & Crump 1994, Lips 1998, Gardner 2001). Algunas de las
hipoétesis para explicar este tipo de declines se basan en la presencia y afectaciéon por
enfermedades emergentes, especialmente del hongo quitridio Batrachochytrium endrobatidis (Bd), y
el efecto del cambio climatico; sin embargo todavia no es del todo claro cuales sonlos factores

ambientales o antrépicos que ocasionan que estas enfermedades afecten a los anfibios.

El Bd como el Ranavirus sp. y otros agentes de enfermedades encontradas en anfibios
pertenecen a grupos de patdgenos oportunistas que se caracterizan por atacar a sus hospederos
cuando estos se encuentran vulnerables por diferentes situaciones de estrés (James e a/. 2015).
Ademas se reconoce la presencia de Bd en especimenes de mucho antes de que sucedieran los
declines (Puschendotf ez al. 2000, James ef al. 2015). Se han encontrado variaciones en el grado
de infeccién entre diferentes especies relacionadas a factores de resistencia ante patogenos, como
lo son la produccion de péptidos antimicrobianos en la piel. Todo este tipo de evidencias indican
que algunas especies pueden sobrevivira la presencia de este patdégeno (Rollins-Smith ez a/. 2005,
2011). Debido a las razones antes mencionadas, se ha formulado una hipétesis que pretende
relacionar a los declines enigmaticos con la interaccién entre una serie de factores estresantes

que confluyen en los habitats de anfibios (Carey e a/. 2003, Collins & Storfer 2003, Davidson
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2004, Pounds ez al. 20006). Esta hipotesis plantea entonces que es la presencia de multiples
factores estresantes en el ambiente, tanto naturales como de origen antrépico, quienes influyen
en la respuesta inmune de los animales lo que provoca que sean susceptibles a la infeccion de

diferentes patdgenos (Lips e al. 2008).

El efecto a nivel fisiolégico provocado por la exposicion a factores de estrés es mediado
por la liberacién de corticosteroides, las hormonas de estrés, son liberadas por medio de la
corteza supratrenal en respuesta a algun estimulo estresante sea este fisico y/o ambiental. Los
estimulos son detectados por el hipotalamo y en respuesta a esto libera el factor liberador de
corticotropina, un péptido que regula la liberaciéon de la hormona adrenocorticotrépica (ACTH)
desde el interior de la pituitaria. .a ACTH actta sobre la corteza adrenal para la liberacion de
glucocorticosteroides; que en el caso de los anfibios es representado por los corticosteroides
(Wingfield & Sapolsky 2003). La presencia de corticosteroides en grandes cantidades producen
inmunosupresion, cuyo mecanismo se ha sugerido provocar que el individuo redestine las
energfas y recursos originalmente enfocados a procesos no indispensables a corto plazo (sistema
inmune, reproduccion, alimentacion, etc) con el fin de obtener toda la energia disponible para

responder ante los factores de estrés (McMahon ef a/. 2011, Martin ef al. 2010).

Entre los diferentes factores de estrés que afectan a anfibios se encuentra la exposicion
a plaguicidas (Spatling ef a/. 2001, Davidson 2004, Linder ef a/. 2010, Hussain & Panduit 2012).
Costa Rica es uno de los pafses con mayores indices de importacién de plaguicidas por habitante
y area agricola a nivel mundial (Ramirez ¢7 a/. 2009) y cuenta con uso alto en cultivos intensivos

como banano, café y pifia. Residuos de plaguicidas en muestras ambientales han sido reportado
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en zonas boscosas, incluso en en areas protegidas como Monteverde, Volcan Poas y Volcan
Barva (Castillo ezal. 2006, Daly et al. 2007a). Estos sitios han sido histéricamente los principales
focos de decline de especies de anuros (Pounds & Crump 1994, Bolafios 2009), lo que sugiere
que podria haber una relaciéon causal directa entre los declines enigmaticos ocurrido y el posible
efectoinmunosupresor que pueden generar la exposcion a plaguicidasy su interacciéon con otros

factores de estrés ambientales.

La carencia de investigacion en los tropicos sobre el efecto de plaguicidas sobre las
poblaciones de anfibios de bosques de altura es preocupante, debido a que los plaguicidas se
comportan de diferente manera en estos sitios (Burkhart ez /. 2003). Dichas variaciones se deben
entre otros a las diferencias de temperatura, pH, dureza y carbono organico disuelto en el agua;
esto influye en los mecanismos asociados con la degradacion, movilizaciony metabolismo de los
plaguicidas influyendo en la toxicidad de los mismos (Heugens ez a/. 2001, Boone e7 a/. 2003).
Otro aspecto importante importante puede ser que en los tropicos se siguen aplicando
plaguicidas que por su alta toxicidas han sido eliminado en pafses desarrollados (Burkhart ez a/.

2003).

Existenvarios plaguicidas que se utilizan en Costa Rica que poseen efectos dafiinos sobre
anfibios (Ghose e /. 2014). El clorotalonil es el tercer plaguicida mas utilizado en Costa Rica'y
es aplicado para controlar infestaciones de hongos en plantaciones de banano, pifia y melén
(Castillo ez a/. 2000). Es conocido por afectar el sistema inmune de camarones, ostras e insectos
(Shelley ezal. 2009), ademas también es toxico para algunos vertebrados como es el casode peces

y anfibios (MacMahon ez a/. 2011). El efecto de este plaguicida sobre anfibios es poco estudiado,
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sin embargo se conoce que tiene efectos inmunosupresores en diferentes especies de
Norteamérica, ya que aumenta la producciéon de corticosteroides en renacuajos expuestos a
concentraciones subletales de este plaguicida (MacMahon ¢z 2/. 2011). En Costa Rica Ghose ¢
al. (2014) encontraron que el clorotalonil es el plaguicida con mayor toxicidad para renacuajos

de la especie A. callidryas, esto comparando los diez plaguicidas mas utilizados en zonas agricolas.

El endosulfan es un acaricida organoclorado que también se ha relacionado con declines
de anfibios (Brunnelli ez a/. 2009, Sparling & Fellers 2009). Este plaguicida es ampliamente
utilizado en paises tropicales y en Costa Rica su uso tuvo un amplio incremento en las
plantaciones de pifia, café, arroz y plantas ornamentales (Castillo ez a/. 2000). Este plaguicida fue
agregado a la lista de Contaminantes Organicos Persistentes del Convenio de Estocolmo en el
afio 2011 (UN 2011) y recientemente se ha prohibido su uso en Costa Rica (La Gaceta 2015).
En concentraciones presentes en habitats acudticos, se ha observado que puede ocasionar
mortalidad de organismos y efectos subletales entre ellos inhibicién de la neurotransmision
colinérgica, y alteracion del comportamiento (i.e. alimentacion, nado y respiracién) (Denoel ez al.

2012).

Clorotalonil y endosulfan fueron escogidos para llevara cabo esta investigacién debido
a su amplio uso y presencia en ecosistemas acuaticos, ademas de la apariciéon de los mismos en

zonas montafiosas (Castillo ef a/. 2000, Daly ef a/. 2007b, Shunthirasingham e# a/. 2011).

El efecto producido por los plaguicidas sobre las poblaciones de anfibios se une al estrés
que podrian generar otros factores naturales como lo son el riesgo de desecacién, poca

disponibilidad alimenticia, alta densidad de competidores, presencia de enfermedades y la
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depredacion (Thiemann 2000, Koprivnikar e /. 2006). Esta interaccién puede aumentar o
disminuir el impacto en la salud de los anfibios, dependiendo de una gran gama de factores (Buck
etal.2015). Seiter (2009) demuestra que la presencia de depredadores reduce la respuesta inmune
en las larvas de la especie Rana sylvatica. Relyea & Mills (2001) encontraron que las sefiales
quimicas liberadas por los depredadores y renacuajos antes de darse la depredacién, pueden
interactuar con el insecticida inhibidor de colinesterasa carbaril, causando altos niveles de

mortalidad en renacuajos de Hyla versicolor.

La especie de estudio de esta investigacion es Lithobates taylori, pertenece a la familia
Ranidae y se encuentra distribuida en las tierras medias y altas de la costa Caribe de Nicaragua y
Costa Rica. En Costa Rica se puede encontrar principalmente en las tierras altas de la Cordillera
Volcanica Central, Meseta Oriental y Occidental, en los bosques humedos premontanos y
montano bajos. Su distribucién en estos sitios va desde los 1000 hasta los 1862 m.s.n.m.
Raramente se puede encontrar esta especie en los bosques humedos de las tierras bajas del

Atlantico (60-1000 m.s.n.m) (Savage 2002).

Esta especie esta ampliamente relacionada a cuerpos de agua especialmente lagunas,
lagos y pantanos. Es de habitos nocturnos y diurnos. La época reproductiva ocurre durante la
época lluviosa de Mayo a Noviembre (Savage 2002), sin embargo se pueden encontrar adultos
reproduciéndose durante todo el afio si hay presencia de lluvia (Ballestero obs. pers.). Los
renacuajos de esta especie son de gran tamafio llegando a medir hasta 82 mm de largo antes de

realizar la metamorfosis (Savage 2002).
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La especie L. zaylori se encuentra catalogada como una especie de preocupacion baja
(UICN 2013). Sin embargo las poblaciones de esta especie han declinado en las ultimas décadas
al igual que otras especies que habitan zonas de altura, esto presumiblemente debido a la pérdida
de habitat, contaminacién provocada por el uso de plaguicidas en las zonas bajas del pafs asf

como su vulnerabilidad ante infecciones por B4 (UICN 2013).

Elobjetivode estainvestigaciones determinary cuantificarel efectode factores de estrés
bidticos (depredacion) y antrépicos (presencia de plaguicidas clorotalonil y endosulfan beta)
sobre la respuesta inmune y fisiolégica de los renacuajos de la especie Lithobates taylori de las

partes altas del Valle Central de Costa Rica.

Materiales y Métodos

Sitio de Estudio

La presente investigacionsellevoa caboen la Sede dela Universidad Whitworth, ubicada
en la parte alta de las montafias de Heredia, especificamente en el Tirol, San Rafael de Heredia
(Fig. 2). La precipitacién anual promedio de este sitioes de 3218 mm, y la temperatura ambiental
oscila entre los 152 18 "C (MINAE 2005). Por otro lado, el sitio de estudio pertenece a la zona
de vida de Bosque Tropical Pluvial Montano Bajo y posee una elevaciéon media de 1800 m.s.nm
(Holdridge 1979). Dicho lugar fue escogido debido a que este sitio posee lagunas naturales y

artificiales en las cudles habita y se reproduce la especie estudiada, L. faylori.

Colecta y cuido de animales
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Se colectaron 15 masas de huevos de L. Zaylori de las lagunas ubicadas en el sitio de
estudioluego de una noche de lluvias constantes (Anexo1). A partir de ellas se obtuvieron todos
los renacuajos empleados en esta investigacion, ademas de los individuos utilizados para la
alimentacion continua de los depredadores. Los renacuajos de las diferentes masas de huevos
fueron mezclados para tener representacion genética en cada muestra. Posteriormente los

individuos fueron asignados al azar a los tratamientos respectivos de cada experimento.

Para la obtencién de los depredadores se capturaron 50 ninfas de libélula (Anaxsp.) en
las mismas lagunas en que se colectaronlas masas de huevos (Anexo2).Las ninfas que murieron

durante el ensayo fueron reemplazadas.

Todos los animales se mantuvieron en agua proveniente del acueducto del Tirol, San
Rafael de Heredia, previamente tratada para la eliminacién del cloro. La alimentacién de los
renacuajos se realizo6 utilizando alimento para peces marca TetraVeggie® en hojuelas, el cual esta
hecho en base a espirulina. Durante el inicio de los experimentos la cantidad de alimento utilizada
para la alimentacion de los renacuajos fue obtenida usando como base un promedio del 20 %
del peso corporal de todos los individuos localizados en un mismo tratamiento. Porlo tanto se
inici6 con 0.1 g de espirulina dos veces por semana para cada contenedor. Conforme se
desarroll6 el experimento, se fue aumentando la cantidad de comida paulatinamente, llegando a

proporcionar por cada contenedor 0.85 g al final del experimento.

Con respectoa la alimentaciondelos depredadores, se les proporcioné un renacuajo por
semana, el cual se introdujo dentro de la jaula del depredador. Se utilizaron renacuajos de tamafio

similar para la alimentacién de los depredadores.
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Disefio Experimental

Se utiliz6 sistemas artificiales conocidos como mesocosmos, puesto que tienen la
capacidad de proporcionar las condiciones para una mejor comprension de los efectos
ambientales relevantes de los productos quimicos (Caquet ez a/. 2000). Este tipo de metodologia
es utilizada para evaluar riesgos ecotoxicoldgicos, ya que se pueden utilizar condiciones
ambientales controladas que permiten proporcionar una mejor comprension de lo que sucede
en la habitats naturales (Semlitsch & Boone 2010). La utilizacién de mesocosmos también
permite replicar tratamientos lo que ayuda a implementar rigurosos disefios experimentales y

analisis estadisticos (Lacher ¢z al. 2010).

Los mesocosmos fueron ubicados dentro de una estructura de concreto tipo bodega,
techaday abierta lateralmente contando solo con 2 paredes; dicha estructura se encuentraa unos
25 m de las lagunas (Anexo 3). Las estructuras usadas como mesocosmos fueron bidones
plasticos de policarbonato de 18.9 L, normalmente son utilizados para contener agua potable. Se
corto la parte superior de los contenedores para poder manipularlas condiciones dentro de los
mismos (Anexo 4). Todos los mesocosmos utilizados en esta investigacion contenfan 15 g de

hojarasca y 15 L de agua.

Prueba de persistencia de plaguicidas

Se llevda cabo un experimento piloto antes del inicio de la investigacion para determinar
el tiempo de la degradacion de los dos plaguicidas que utilizamos, ademas de observar el posible

papel en la degradacién y asimilacion de las sustancias quimicas por parte de la materia organica
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presente en los microcosmos. El dopaje inicial en los mesocosmos al dia 0 fue de 30 pg/L de
endosulfanbeta y clorotalonil. Para el analisis de las concentraciones en el agua de los plaguicidas
se tomaron muestras diarias durante un lapso de 15 dias. Para cada muestra se realiz6 una
extraccion liquida-liquida con hexano, después se llevd a cabo una prueba de eficiencia y
extraccion inyectando cada muestra en un cromatografo de gases para cuantificar la presencia de
cada sustancia. Todas las muestras fueron analizadas en el laboratorio del Instituto Regional de
Estudios en Sustancias Toxicas (IRET) de la Universidad Nacional utilizando el protocolo de

extraccion de plaguicidas descrito en el Anexo 5.

Los resultados de esta prueba mostraron que los dos plaguicidas utilizados en esta
investigacion presentan una disminucionimportante de sus concentracionesluego de transcurrir
24 horas después de realizados los dopajes en los mesocosmos. En el caso del endosulfan beta,
la disminucién luego del primer dia es de 73.57%, mientras que para el clorotalonil la
disminuciéon en la concentracion fue de 74.3%. Para el segundo dia, la disminuciéon del
endosulfan beta con respecto a la concentracion inicial fue de 88.28% y para el clorotalonil fue
de 88.31%. LLa disminucion en la concentracion de los plaguicidas en el tercer dia fue de 92.86%
para endosulfan beta y 94.28% para el clorotalonil. Luego del tercer dia las concentraciones de
ambos plaguicidas se mantuvieron relativamente constantes hasta la finalizaciéon de esta prueba
(Fig. 4). No se determiné en cuanto tiempo dejan de aparecer trazas de los plaguicidas en el agua

de los mesoscosmos.

Segun los resultados obtenidos en esta prueba se tomé la decision de realizar los dopajes

a los mesoscosmos cada 7 dias, esto con el fin de que los renacuajos estuvieran expuestos a
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pulsos de aplicaciones de plaguicidas, intentando recrearlo que sucede en condiciones reales en

las partes altas del Valle Central.

Experimento de interaccién de plaguicidas y riesgo de depredacién

Con el fin de cuantificarlos efectos de la interacciéon de dos plaguicidas y un factor de
estrés ecologico en la historia de vida y la respuesta inmune en renacuajos de L. Zaylori, se llevo a
cabo un experimento de exposicion estatica cronica. Para esto realizamos un disefio factorial
cruzado de tres factores: riesgo de depredacién (presencia/ausencia), concentraciéon de
endosulfan (ausente, baja, alta) y concentracién de clorotalonil (ausente, baja, alta); ademads se
adicioné un control para el solvente, para un total del 19 tratamientos (2 X 3 X 3 + 1) (Fig. 3).
Cuatro réplicas fueron empleadas para cada tratamiento, por lo que 76 mesocosmos fueron

utilizados en el ensayo.

Las concentraciones de endosulfan beta utilizadas en esta investigacion se escogieron
tomando en cuenta los datos de la concentracién minima que presenta efectos observables
(LOEC, por sus siglas en inglés) encontrada en la literatura para la especie L. pzpiens, especie
hermana de L. faylori. Dicha concentracion es de 7 pg/L para el plaguicida endosulfin beta
(Hartis e a/. 2000, Jones ez a/. 2009). En el caso del clorotalonil, no se cuenta con este tipo de
datos para esta especie, por lo tantolas concentraciones utilizadas se escogieron utilizando como
base los datos de LOEC reportado para algunas especies de anfibios, dichas concentraciones

van de 12.5 pg/La 82 ng/L (Weltje ez al. 2013, Ghose ¢t a/ 2014).
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Las concentraciones escogidas para clorotalonil fueron de 0 pug/L, 1.5 ug/L y 15 ng/L.

Las concentraciones para el endosulfin beta fueron 0 pg/L, 0.2 pg/L y 2 pg/L. Las
concentraciones siguientes son las reportadas en ecosistemas acuaticos de Costa Rica, en el caso
del clorotalonil se ha encontrado en sistemas acuaticos de la zona atlantica en concentraciones
entre 8y 11 pg/L (Von Duszeln 1991, Abarca & Ruepert 1992), mientras que el endosulfinbeta

en concentraciones entre 0.04 y 8.9 pg/L (Bejarano ez al. 2009).

Los mesocosmos se prepararon con 15 L de agua y 15 g de hojarasca humeda; los cuales
se llenaron con agua de caneria (previamente analizada para presencia de plaguicidas y de otros
contaminantes) y se dejaron reposar durante 24 h para que se disipara el cloro. Los tanques se
cubrieron con una malla para evitar que ingresaran depredadores u otros animales. A cada tanque
se le colocd una pequefia jaula de 9 x 8 cm, donde se colocé (o no) el depredador, dependiendo
del tratamiento (Anexo 6). En cada mesocosmo se colocaron 15 renacuajos al iniciar los
experimentos. L.os mesocosmos fueron colocados al azar en el sitio en donde se llevaban a cabo
los experimentos, esto con el fin de evitar que el efecto de borde interfiriera enlos resultados de

la investigacion.

Se llevaron a cabo dos tipos de tratamiento control. En el primero de ellos se utilizo la
misma cantidad de agua de todos los tratamientos pero no se afiadié ningin factor de estrés. En
el segundo caso se anadi6 acetona, el solvente utilizado para diluir ambos plaguicidas empleados
en el estudio; de esta manera se determiné el efecto que el solvente podria tener sobre las

variables respuesta analizadas. Se afladieron 30 pL. de acetona para obtener una concentracion
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de 2 pg/L por contenedor. Para ambos tratamientos control también se utilizaron cuatro réplicas

para cada uno.

Los renacuajos focales de las diferentes masas de huevos después de ser eclosionados en
el laboratorio fueron mezclados en un tanque de 60 L para generar variabilidad genética entre
los cohortes. Se hicieron grupos de 15 renacuajos los cuales fueron colocados en envases
pequefios para ser asignados al azar en cada tratamiento. Seguidamente, se procedié a una
aclimataciéon de 24 h (mesocosmos sin plaguicidas y sefales quimicas de depredacion). Al dia
siguiente, se adicionaron los depredadores en las jaulas y las diferentes concentraciones de

plaguicidas en los tratamientos respectivos.

En relacién a los tratamientos asignados con riesgo de depredacion, los depredadores se
alimentaronuna vez por semana con un renacuajo para generar seflales quimicas de depredacion.
Para asegurar que los renacuajos expuestos al riesgo de depredaciéon pudieran recibir las sefiales
tanto quimicas como visuales del depredador, las jaulas consistian enun contenedor transparente
cubierto en un extremo con cedazo de nylon, esto para mantener el flujo de agua continuo

(Relyea & Mills 2001).

Por dltimo, al utilizar en esta investigacién mesocosmos expuestos a factores de estrés
de manera crénica, algunos de ellos presentaron una produccion alta de algas y matetia organica
en las dltimas semanas del experimento. Por lo que se procedié a realizar un cambio de agua y
de hojarasca enlos contenedores con estas condiciones, esto con el fin de evitarla influencia de
las mismas en los resultados de esta investigacion. Dichos recambios se realizaron horas antes

de que se procedieran a dopar los mesocosmos con los plaguicidas.
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Protocolo de dopajes

Los dopajes de plaguicidas delos tratamientos correspondientes se realizaron cada 7 dias
durante todo el experimento. Se utilizaron jeringas de 250 a 10 ul. (Hamilton™) para realizar los
dopajes correspondientes para cada tratamiento. Inmediatamente después de realizarlos dopajes
de todos los contenedores, se procedié a homogenizar el agua revolviendola misma con un palo
de madera durante 20 seg. Se utiliz6 solamente un palo de madera por tratamiento con el fin de

no realizar contaminacion cruzada de plaguicidas.

Mediciéon de parametros fisico-quimicos y de plaguicidas

Se tomaron medidas de diferentes parametros fisico-quimicos con el fin monitorear
continuamente los mesocosmos utilizados. Entre estos parametros, se tomaron medidas de la
temperatura del agua con el fin de poder detectar variaciones que puedan influir en procesos
fisiolégicos normales en los renacuajos. También se tomaron mediciones del pH del agua, ya
que cambios variaciones enlos valores normales de esta variable, pueden tener efectos negativos
en la salud de los renacuajos. Los valores de temperatura y pH del agua fueron tomados

utilizando un phmetro (Hanna® Instruments, Modelo HI 98129).

Por ultimo, se tomaron medidas de la conductividad del agua, esto ya que cambios en esta
variable pueden provocar graves dafios en la salud de los renacuajos, asi como alteraciones en la
toxicidad de los plaguicidas analizados (Heugens e# a/. 2001). Esto es importante ya que la

conductividad es una medida indirecta de la cantidad de iones disueltos en el agua y aumentos o
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disminuciones drasticas pueden afectar procesos fisiologicos en los organismos (Goyenola
2007). Para la medicion de esta variable utilizamos un medidor de conductividad (WTW Cond

315i).

Todas las mediciones de las variables mencionadas anteriormente se llevaron a cabo durante
los dias viernes a la misma hora, ademas se realizaron antes de los dopajes en los mesocosmos

con el fin de evitar alteraciones provocadas por los plaguicidas.

Variables respuesta

Variables de desarrollo

Con el fin de determinar cual fue el efecto de los factores estresantes sobre la respuesta
fisiolégica de los renacuajos de Lithobates taylori, se tomaron datos de diferentes variables

detalladas a continuacién:

a) Crecimiento: las medidas de tamano se realizaron antes de empezar los experimentos de
exposicion a estrés y en el dia final de los mismos (dia 120). Para realizar dichas medidas
se colocaron individualmente a los renacuajos de cada tratamiento en una caja petri de
plastico, en la cual se le tomaron las medidas de tamafio en milimetros utilizando un

caliper digital (Control Company Traceable®, Modelo 3415) (0.1 mm).

b) Peso: se pesaron todos los individuos utilizando una balanza digital (0.1 g). El pesaje de
cada individuo se realizé luego de ser colocado en una toalla de papel para evitar la

interferencia del agua en la piel del animal.
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c) Grado de desarrollo larval: se llevaron a cabo medidas del grado de desarrollo larval

debido a que los cortiscosteroides participan en la determinacion del tiempo de
metamorfosis (Rollins-Smith eza/. 1997). Se utiliz6 la tabla de desarrollo larval de Gosner

(1960) para determinar el grado de desarrollo de cada individuo.

d) Mortalidad: se realizaron conteos de la mortalidad ocurrida en los tratamientos una vez
finalizaron los experimentos de exposicion de estrés. Los individuos que se encontraron
muertos fueron preservados en formalina al 10%, con el fin de realizar un analisis del
animal a posteriofi.

e) Otros efectos: se realizaron observaciones en cambios de comportamiento, nado y
disefio corporal durante el trancurso y el final de los experimentos, esto con el fin de

determinar efectos varios causados por la exposicion a estrés.

Variables inmunoligicas

Para establecer el efecto producido por los factores de estrés utilizados sobre la respuesta
inmune innata y adaptativa en los renacuajos de L. faylori, se utilizaron diferentes variables
inmunolégicas. Cada una de ellas se midié luego de concluir el tiempo de exposicién, con
excepcion del desafio antigénico. Para esto se eutanasiaron a los renacuajos utilizando lidocaina
en spray al 2%. Luego de que el individuo no presentara signos de vida, se realizaron lavados
con agua de tubo para eliminar remanentes de lidocaina. Después de esto procedimos a realizar

un corte de la cola del animal para extraer sangre con un capilar heparinizado de la vena caudal,
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luego se hizo un corte abdominal con el objetivo de exponer el corazén y extraer sangre

directamente del mismo para ser analizada en las siguientes mediciones inmunologicas:

a)

Perfil de leucocitos: para esta prueba se escogieron 2 individuos de cada mesocosmo. Se

colocé una gota de sangre de cada individuo sobre un portaobjetos para realizar el frotis.
Luego de que el portaobjetos estuviera seco, se fij6 la muestra utilizando metanol al 10
% para luego tefir las muestras con colorante Diff-Quick. Todos los frotis fueron
revisadas utilizando un microscopio de luz con un objetivo de 100 X. Para cada frotis se
contaron 100 células blancas clasificando las mismas en neutréfilos, eosindfilos,
basofilos, monocitos y linfocitos. Para la identificacion de las mismas se utilizaron las
imagenes de cada tipo de leucocito mostradas por Arikan & Cicek (2014). Una vez
realizados los conteos diferenciales de cada mesocosmo, se calcularon los porcentajes
obtenidos para cada tipo de leucocitos. Este calculo se realizé utilizando el promedio de
leucocitos totales de cada tratamiento y extrapolando los datos a cada perfil leucocitatio
de cada individuo por tratamiento. Por dltimo, se calculé la proporcion de
Neutréfilos/Linfocitos, esta proporcion es ampliamente utilizada en ecoimunologia para

determinar la presencia de estrés en animales (Davis ef a/. 2008).

Conteo total de células blancas (hematologia): Dos individuos de cada mesocosmo

fueron analizados mediante esta prueba. Para estas mediciones se colocaron 10 pL de
sangre en un eppendorf al cual se le afiadié 1 mL del reactivo Natt-Herrick para obtener
una dilucién final de 1:100. Las muestras fueron guardadas a temperatura ambiente hasta

ser analizadas con un hemocitémetro en un microscopio de luz con un objetivo de 40
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X. Estimamos la cantidad total de glébulos rojos y blancos utilizando la cuadricula del
hemocitémetro. Ademas de esto utilizamos los valores obtenidos para cada tratamiento
para calcular los valores absolutos de cada tipo de leucocito utilizando los datos

obtenidos de los conteos diferenciales.

Mediciones directas de corticosteroides: se realizaron mediciones directas de la

concentracién de corticosteroides en la sangre de los renacuajos, para esto utilizamos un
Kit ELISA para corticosteroides (Enzo Life Sciencies Inc, ADI 900-097). Este kit esta
destinado a la cuantificacién de la hormona corticosteroides, la cual se produce en
respuesta a la estimulaciéon de la corteza suprarrenal por la hormona
adrenocorticotropica (ACTH) (Enzo Life Sciencies Inc, ADI 900-097). Escogimos este
kit debido a que ya ha sido utilizado para evaluar estrés en otras especies de anfibios
(MacMahon e a/. 2011), posee una baja reactividad cruzada con esteroides relacionados,
asi como su capacidad de adaptaciéon para poder utilizar pequefios volumenes de

muestras.

Para realizar estas mediciones se escogieron de 3 a 4 individuos de cada
mesocosmo. Se extrajo la sangre inmediatamente después de haber sido eutanasiados,
esto para evitar interferencias en las concentraciones de corticosteroides. Luego de
obtener la sangre del animal esta fue centrifugada utilizando una centrifuga para
hematocrito, con el propésito de obtener el plasma de la sangre. Una vez separado el
plasma se colocé en un eppendotf de 0.5 mL y se congeld a una temperatura de -4 °C.

Antes de analizar las muestras utilizando el Kit de corticosteroides se realizé un
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procedimiento adaptado para la utilizacién de muestras pequefias de suero sanguineo,
dicho procedimiento esta descrito en el Anexo 7. El protocolo utilizado para analizar las

concentraciones de corticosteroides en las muestras se detalla en el Anexo 8.

d) ELISA para cuantificacion total de anticuerpos IgY e IgM: para establecer silos factores

de estrés tienen impacto en la cantidad de anticuerpos circulantes en el cuerpo de los
renacuajos, se procedio a realizar un esquema de inmunizacion con el fin de inducir la
respuesta inmune adaptativa de los renacuajos. Estas inmunizaciones se realizaron
mediante la inyeccién de 4 pL del antigeno albiumina bovina (BSA) con dinitrofenol
(DNP) en la cavidad abdominal de los renacuajos escogidos para esta prueba. Para el
esquema de inmunizacidon escogimos 4 individuos para manternelos expuestos a
plaguicidas y depredadores durante 45 dias mas luego de haber concluido la exposicién
de estrés inicial. Durante este tiempo los mesocosmos se mantuvieron en las mismas
condiciones utilizadas inicialmente manteniendo la exposicion a estrés descrita en los

protocolos de dopaje y manutencion.

El esquema de inmunizacién consistio en la inyeccion del antigeno escogido en el dia 0,
15 y 30 luego de la finalizacién de los experimentos iniciales. En el dfa 45, todos los
renacuajos fueron sacrificados para su postetior sangrado. Se utilizé una centrifuga para
capilares para separar el plasma sanguineo, el cual fue congelado después de su
separacion. Todas las muestras fueron transportadas al laboratorio para determinar la

cantidad de inmunoglobulinas presentes en los renacuajos luego de ser inmunizados.
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Para esta prueba utilizamos anticuerpos monoclonales 10A9 (anti-IgM), 6.16 (anti-IgM)
y (11D5 (anti-IgY). Todos obtenidos a partir de peroxidasa de rabano conjugada con
anticuerpos de cabra anti-ratéon (Ramsey ez a/. 2010). El protocolo utilizado para este

ELISA se encuentra en el Anexo 9.

Todos los ensayos histolégicos e inmunolégicos fueron realizados en el laboratorio del

Instituto Clodomiro Picado de la Universidad de Costa Rica.

Analisis Estadistico

Las variables fisiologicas “peso” y “crecimiento’” no se ajustaron a la normalidad debido
ala gran variacién existente entre los individuos de cada tratamiento. Para estas dos variables se
llev6 a cabo un Anova Factorial. Luego de esto, para corroborar los resultados del Anova, se
procedi6 a realizar un Modelo Lineal Generalizado utilizando distribucién Gamma para cada
variable. Ademas se realiz6 un analisis de Bootstrap para evaluar la variacion en la dispersion del
peso y crecimiento en cada tratamiento a partir de los coeficientes de variacion (Boiroju & Reddy

2012).

Con respecto a la variable “desarrollo larval” se procedié a realizar dos categorfas de
desarrollo, la primera de ellas se denominé desarrollo bajo y englobaba a todos los individuos
con estadios Gosner de 26 hasta 30. La segunda categoria se denominé desarrolloalto y contenta
alos individuos con estadios del 31 al 40. Para esta variable se llevé a cabo una regresion logistica
binaria multivariada. Para el caso de la variable fisiolégica “mortalidad” se obtuvieron las
proporciones de mortalidad para cada tratamientoy se realizé un Modelo Lineal Generalizado

con distribucion binomial.
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Se llev6 a cabo un analisis de Manova para los petfiles de leucocitos asi como para los
conteos totales de eritrocitos y leucocitos con el fin de determinar la existencia de diferencias
ocasionadas por el efecto de los factores de estrés de los tratamientos utilizados. Se calcularon
los valores absolutos para cada muestra de frotis utilizando los valores totales de linfocitos por
tratamiento, para el analisis de estos datos también se llevé a cabo un Manova. Enlos analisis
de Manova que mostraban diferencias significativas se procedié a realizar Anovas factoriales
como una prueba a posterori, esto con el fin de determinar en donde se encontraban diferencias
reportadas (Boone ez a/. 2004, Buck ez a/. 2012). Para analizar si existian diferencias en los valores
de las proporciones de neutréfilos/linfocitos se utilizé6 un Modelo lineal con disttibucién

binomial.

Para el caso de la concentracion de corticosteroides, obtuvimos algunas muestras con
valores detectables por el kit sin embargo se encontraban por debajo de los valores obtenidos
por la curva de estandares (20 pg/L), por lo tanto a todos los datos que se encontraban por
debajo de este valor se les asigno un valorde 20 pg/L. Una vez llevado a cabo este cambio, se
procedio a realizar un Anova factorial y un Modelo lineal generalizado para corroborar los

resultados del Anova ya que los datos no posefan una distribucién normal.

Todos los analisis mencionados anteriormente para las variables fisiologicas y las

inmunoldgicas fueron llevados a cabo con el programa estadistico “Jump 77.

Resultados

Mediciones de parametros fisico-quinicos
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Los valores de pH, conductividad y temperatura obtenidos del agua de los mesocosmos
durante todo el transcurso de esta investigacion mostraron poca variaciéon en el tiempo, por lo
tanto se puede afirmar que los renacuajos focales estuvieron expuestos a condiciones fisico-

quimicas similares durante los experimentos de estrés (Figuras 5, 6 y 7).

Variables de desarrollo

Los resultados obtenidos en las diferentes variables fisiolégicas e inmunoldgicas
muestran una diferencia significativa entre el tratamiento control y el control solvente. Por esto
se decidi6 eliminaren los analisis posteriores al tratamiento control y utilizaral solvente (acetona)

como comparacion con los demas tratamientos.

La variable crecimiento mostré un efecto significativo en renacuajos expuestos al
endosulfan beta en concentraciones altas (Fig 8). La disminucién en crecimiento se presento
cuando este plaguicida se encontraba de manera individual con un promedio de crecimiento de
30.84 £ 2.76 mm, as{ como cuando estaba combinado con el fungicida clorotalonil y con la
presencia de depredadot, creciendo en promedio 34.18 = 4.38 mm y 33.8 £ 3.85 mm,
respectivamente (Cuadro 1). Estos mismos resultados se obtienen cuando se analizan utilizando

un modelo lineal generalizado con distribucion gamma (Chi®= 4.59, gl = 1, p = 0.03).

Este mismo patrén se observé en el peso de los renacuajos expuestos a concentraciones
altas de endosulfan beta (Fig. 9). Dichas diferencias significativas se dieron cuando este
plaguicida se aplico individualmente y cuando se presentd en combinacion con el fungicida

clorotalonil (Cuadro 2); en estos tratamientos los renacuajos tuvieron un peso promedio de 0.79
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gy 0.99 g respectivamente. Estos resultados son corroborados por el analisis del Modelo lineal

generalizado (Chi*= 21.54, gl = 1, p = 0.00).

La presencia del depredador por si misma no generd disminuciones o aumentos en el
desarrollo de los renacuajos, sin embargo ocasiono una alta variacion tanto en el peso como en

el crecimiento de los mismos (Fig. 10 y 11).

Con respecto al desarrollo larval, el clorotalonil en concentracion alta parece estimular el
desarrollo de renacuajos, pues en esa concentraciones 1.7 veces mas probable que los renacuajos
desarrollen estadios avanzados Gosner que enlos controles (Odds ratio=1.71, gl = 1, p= 0.015)
(Fig. 12). Por otro lado, los renacuajos expuestos a concentraciones bajas de endosulfan beta
tienen mayor probabilidad de quedarse en estadios tempranos Gosner comparados con el

desarrollo de los individuos control (Odds ratio = 0.601, gl = 1, p = 0.032) (Fig 13).

Por dltimo, no se encontraron diferencias significativas en la mortalidad generada por
cada tratamiento (Fs 7, = 0.98, p = 0.96). La proporcién de individuos muertos es en promedio
un 15%, sin embargo no hay un patrén que indique mortalidades atribuibles al efecto de los

factores de estrés utilizados en esta investigacion (Fig. 14).

Variables inmunoldgicas

En cuanto a los perfiles leucocitarios, se categorizaron los tipos de leucocitos segin su
forma y coloracion (Anexo 10). Los resultados de estos perfiles generales muestran efectos
significativos enla cantidad de leucocitos en renacuajos expuestos a diferentes tratamientos (Fs,

0= 3.13,p = 0.012) (Cuadro 3). Ademas se encontré un aumento en el nimero de neutréfilos
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ocasionado por la exposicién a concentraciones altas de endosulfan beta (F, .= 3.22, p = 0.045)
(Fig. 15). Por su parte,los renacuajos expuestos a concentraciones bajas de clorotalonil muestran
aumentos en el nimero de monocitos (F, o, = 3.77, p = 0.027) (Fig. 16) y eosinéfilos en sangre
(Fp00=3.28, p = 0.043) (Fig. 17). Varios tratamientos influyeron en el aumento de las cantidades
de linfocitos en sangre, entre ellos estan: clorotalonil, endosulfin beta, depredador con
clorotalonil, clorotalonil con endosulfan beta, depredador con endosulfin beta y clorotalonil
(Cuadro 4). Cabe destacar la interaccion encontrada entre factores de estrés que produce
aumentos en la cantidad de linfocitos en sangre (Fig. 18 y 19). Por dltimo, ninguno de los

tratamientos utilizados en esta investigacion generé un aumento en los baséfilos en sangre (Fs o

=0.51,p = 0.77).

La proporcion N/L no mostré afectaciones por ninguno de los factores de estrés
utilizados (Chi’s o, = 0.45, p = 0.998). Esto pudo deberse al aumento en el nimero de linfocitos

generado por la exposicion a varios tratamientos de estrés (Cuadro 4).

La presencia de clorotalonil generé aumentos significativos en el nimero de eritrocitos
y leucocitos totales (Fs 15 = 2.82, p = 0.019). En el caso de los eritrocitos totales el aumento se
dio en renacuajos expuestos a concentraciones bajas del fungicida clorotalonil (F» 5= 5.96, p =
0.003) (Fig 20). Los resultados de los analisis de la cantidad de leucocitos totales no muestran

ningun efecto ocasionado por los factores de estrés utilizados (F, 15 = 1.41, p = 0.224) (Fig 21).

La concentracién de corticosteroides en sangre no se vié afectada por la presencia del

depredador ni por la exposicién a clorotalonil. Por su parte, los renacuajos expuestos a
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endosulfanbeta en concentraciones altas si mostraron un aumento significativo en esta hormona

(Fy 15 = 3.66, p = 0.028) (Fig 22).

Por dltimo, no se obtuvieron resultados del analisis de deteccién de anticuerpos IgY e
IgM. Esto debido a que las inmunoglobulinas 10A9 (anti-IgM), 6.16 (anti-IgM) y 11D5 (anti-
IgY) posiblemente se degradaron y perdieron su capacidad de detectar anticuerpos, ya que se
realizaron varias pruebas utilizando sueros de individuos inmunizados y no se obtuvo ninguna
reaccion. También se realizé un analisis Dot-blotting (Anexo 11) para corroborar la efectividad
de las inmunoglobulinas dando resultados negativos. Por tanto, no se puede generar ningun

resultado a partir de la prueba inmunolégica planteada.

Otras observaciones

Ademas de los efectos encontrados en el desarrolloy respuestainmune en los rena cuajos
expuestos a factores de estrés, también se llevaron a cabo observaciones directas de efectos
adversos encontrados en los sujetos experimentales. Uno de estos efectos fue la presencia de
nados erraticos en los renacuajos expuestos a tratamientos con endosulfan beta. Encontramos
en 4 renacuajos de diferentes tratamientos con presencia de este insecticida un comportamiento
inusual en su natacion (Cuadro5), ya que se observaban en tiempos prolongados sin movimiento
mientras se encontraba boca arriba, luego de algunos lapsos de tiempo procedian a nadar de
manera erratica en la parte de arriba de la columna de agua. Este efecto en el comportamiento
de los renacuajos se dio en su mayorfa luego de 2-4 semanas después de comenzados los
experimentos de mesocosmos. Otro efecto adverso documentado fue la presencia de

malformaciones en la cola de varios individuos de diferentes tratamientos, estas malformaciones
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fueron observadas cuando los renacuajos fueron sacrificados al final de los experimentos (Fig
23). Es importante mencionar que los 6 individuos con estas malformaciones pertenecian a
tratamientos con la presencia de ambos plaguicidas, la presencia del depredador y del control
solvente. Esto dltimo no nos permite establecer el causante de las malformaciones, ya que al
tener individuos pertenecientes al tratamiento control solvente con este tipo de afectaciones

indica que no es posible atribuitlo a ninguno de los factores de estrés analizados (Cuadro 5).

La presencia de dafio abdominal se encontré en algunos individuos, ya que se observo
ruptura del integumento exponiendo los intestinos de los renacuajos (Fig. 24). Esto se encontté
en 5 ocasiones en individuos expuestos a tratamientos con endosulfan beta tanto solitario como
en combinaciones con otros factores de estrés. Los individuos que presentaban este dafio se
encontrabanvivos cuando fue documentado este efecto. Por ultimo observamos en un individuo
expuesto a la combinacion de ambos plaguicidas en concentraciones bajas la presencia de un

hematoma en su cola (Cuadro 5).

Discusion

Con esta investigacion se demostré como la exposicion a multiples estresores quimicos
afectan tanto procesos de desarrollo como el sistema inmune de renacuajos de L. Zaylori que

habitan las zonas medias-altas de Costa Rica.

El endosulfan beta es conocido por generar efectos neurotéxicos sobre vertebrados ya

que funciona como un antagonista del neurotransmisor GABA, lo que afecta los canales de CI
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e inhibe el Ca™, Mg*™ asi como la enzima ATPasa (Vale ef al. 2003, Pereira et al. 2012). Los
resultados de esta investigacion muestran alteraciones en el comportamiento de renacuajos
expuestos a este plaguicida, especificamente la presencia de nados erraticos en remolino y
torsiones involuntarias del cuerpo. Esto se debe a la generacionde periodos de hiperexcitabilidad
seguidos de una disminuciénnerviosa en el control musculary neural enlos renacuajos (Bernabo
et al. 2013). Las afectaciones a nivel nervioso tienen la capacidad de comprometer funciones
biolégicas como la orientaciéon en el habitat asi como la busqueda y competencia por alimento
(Broombhall ez a/. 2004, Bernab6 e al. 2013). Brunnelli e a/. (2009) reportan que renacuajos de
Bufo bufo expuestos a endosulfan beta de manera crénica presentan disminuciones en el
crecimiento. Ademas, Broombhall e /. (2004) encontrd que este plaguicida disminuye la tasa de
alimentacion de renacuajos de Limnodynastes peronii luego de 48 h de estar expuestos a este
plaguicida. Las afectaciones en variables de desarrollo encontradas en esta investigacion son una
seflal clara de que los procesos de alimentacion enlos renacuajos de L. #zy/ori son afectados por

la presencia de este estresor quimico en el agua (Brunnelli et al. 2009).

Los efectos negativos que ocasiona el endosulfain beta sobre el desarrollo de los
renacuajos tienen importantes repercusiones a nivel poblacional ya que amplia el tiempo en el
cual los renacuajos se mantienen en las lagunas. Esto se puede traducir en un aumento en la
posibilidad de ser afectados por periodos de estrés hidrico provocado por altas temperaturasy
alta radiacion solarque se dan en el habitat de esta especie. Este fenémeno fue observado durante
estainvestigacionya que algunas delaslagunas en que habita L. 7zy/orise secaron completamente,
lo que ocasioné mortalidades masivas de renacuajos de esta especie (Datos sin publicar). Por lo

tanto, la presencia de endosulfan beta en el agua de estos ecosistemas puede volver vulnerables
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a los renacuajos a la desecacion de sus habitats, lo que aumentaria el estrés que pueda ocasionar

este fendmeno ambiental asi como las mortalidades en larvas de anfibios.

En esta investigaciéon se documento la presencia de estrés en los renacuajos expuestos a
endosulfan beta debido al aumento de corticosteroides y de neutréfilos en sangre. Varios
estudios recientes (Kinderman e a/. 2012, Gabor ez al. 2013, Peterson ez al. 2013) sefialan una
relacién entre infecciones del hongo Bd y estrés fisoldgico en algunas especies de anfibios. La
presencia cronica de corticosteroides puede inhibir la respuesta inmune de los anfibios,
volviéndolos mas vulnerables ante el ataque de patégenos (Falso 2011, Buck ez a/. 2012, Seade e#
al. 2014). Ante esto es importante mencionar que paralelo a esta investigacion se encontré la
presencia de Bd en juveniles de L. Zay/ori en las lagunas utilizadas para la colecta de huevos de
esta especie (Datos sin publicar); porlo tanto el estrés producido por la presencia de endosulfan

beta en el habitat de esta especie podria estar ocasionando aumentos en las infecciones por Bd.

Con respecto al clorotalonil, el mecanismo de accién de accioén de este plaguicida se basa
en reducir el glutatién intracelular en formas mas simples por lo tanto no puede participar en
reacciones enzimaticas durante la respiracién celular (Grabusky e a/. 2004). La aceleracion del
desarrollo larval generada por la presencia de clorotalonil en el agua de los mesocosmos pudo
resultar una respuesta fisiologica desarrollada por los renacuajos para disminuir el tiempo de
exposicion a este quimico. Muchas especies de anfibios en estado larval disminuyen el tiempo
en el que realizan su desarrollo cuando estan expuestos a estrés ya que intentan evadir
rapidamente dicha situacién (Greulich & Pflugmacher 2003). Este mecanismo utilizado por los

renacuajos de L. zaylori para evadir el efecto de este téxico puede traer beneficios momentaneos,
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sin embargo, puede tener costos importantes a futuro ya que compromete procesos de

desarrollo, competencia y éxito reproductivo (Greulich & Pflugmacher 2003, Brunnelli ez 4.

2009).

Por otro lado, el clorotalonil también es conocido por su capacidad de dafar el ADN
de linfocitos (Lebailly ef a/. 1997). Renacuajos expuestos a este plaguicida mostraron aumentos
en linfocitos, eosinofilos y macréfagos, una respuesta posiblemente mediada por células NK y
linfocitos T citotdxicos ante el dafio generado en el ADN de linfocitos como se ha visto en otras
exposiciones por este plaguicida (Shelley ez a/. 2009, MacMahon ¢z al. 2011, Amadori 2016). Esta
respuesta citotéxica puede a su vez potenciar la liberacion de células fagociticas y linfocitos

generando mayor presencia de los mismos en sangre (Kindt ez a/. 2007).

MacMahon e# al. (2011) report6 la presencia de efectos toxicos que no siguen una
tendencia clara por parte del clorotalonil sobre la mortalidad en renacuajos. Esta misma
tendencia se encontré en esta investigacion debido a los aumentos en eritrocitos y leucocitos
registrados en los tratamientos con concentraciones bajas, mientras que las concentraciones altas
no sucedié lo mismo. Esto hace pensar que el comportamiento de este plaguicida es bastante
complejo ya que no sigue una tendencia clara en cuanto al aumento en su concentraciony los
efectos téxicos que provoca. Por lo tanto, no seria necesaria la presencia de este plaguicida en
concentraciones altas en el ambiente para generar una afectacioén en la respuesta inmune en las

poblaciones de anfibios de zonas medias-altas.

La accion sinergica entre varios factores estresantes puede ser una de las principales

causas del aumento en la prevalencia de ciertos patégenos que afectan a los anfibios (Rollins-
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Smith ef a/. 2011). En esta investigacion se identifico la presencia de efectos sinérgicos en la
toxicidad del endosulfan beta y clorotalonil cuando se presentaban en combinacién, esto
provocd la disminucién del crecimiento de los renacuajos y el aumento en los linfocitos en
sangre. Ambos efectos tienenla capacidad de alterarla homeostasis de los renacuajos influyendo
en su desarrolloy respuestainmune. Los efectos de las sinergias encontradas entre los plaguicidas
analizados podtian ser un factor importante a consideraren cuantoa la conservaciénde anfibios
de zonas medias-altas, ya que estos plaguicidas tienen la capacidad de tener alta persistencia en
estas zonas debido a las condiciones ambientales que las caracterizan (Daly ez a/. 20074,
Shunthirasingham e /. 2011). Por lo tanto, las poblaciones de anfibios de altura no solo se
encuentran expuestas a la presencia de plaguicidas en sus habitats sino también a la interaccion
entre ellos y con otros factores bidticos que pueden perjudicar la salud de sus individuos. Por
tanto, es de gran importancia seguir evaluando el efecto de otros plaguicidas y estresores bidticos
de manera integral con el fin de establecer la manera en como afectan estas sustancias a los

anfibios en sus habitats naturales.

Por ultimo, la alta variacién en crecimiento y peso de los renacuajos expuestos a la
presencia de depredadores nos indica que dentro de una misma camada de individuos existe una
gran variabilidad intrinseca. Ademas de que posiblemente la plasticidad fenotipica también juega
un papel importante al ocasionar que algunos individuos desarrollen colas mas largas y
musculosas con el fin de evadirla posibilidad de ser depredados (Laurila 2003, Kraft ez a/. 2000).
A nivel ecologico este fenémeno es importante ya que ayuda a aumentar las probabilidades de
sobrevivirante factores de riesgo naturales. Por otro lado, relacionadoa esto, nuestros resultados

indican que la presencia de depredadores de manera crénica en los mesocosmos no fue un factor
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que afectara a los renacuajos, esto psoiblemente se dio debido a la adaptacién de los individuos
al riesgo de depredacién conforme avanzaba el tiempo de la investigacion (Laurila ez a/. 2004,
2008, Dahl ezal. 2012). Porlo tanto, la presencia de depredadores, especificamente de larvas de
odonatos pareciera no ser un factor estresante alargo plazo para renacuajosde L. zzylori de zonas

altas.

Conclusiones

Los hallazgos de esta investigaciéon muestran como las poblaciones de renacuajos de L.
taylori que habitan zonas altas estarfan siendo afectadas por concentraciones subletales de los
plaguicidas endosulfan beta y clorotalonil en ecosistemas acuaticos. Los datos de esta
investigacion muestran el primer hallazgo que relaciona al plaguicida endosulfan beta con
aumentos en corticosteroides en anfibios. Poblaciones de renacuajos en estado de estrés cronico
pueden ver afectados procesos importantes como lo son el desarrollo larval y la respuesta
inmune. Este tipo de efectos pueden disminuir el valor adaptativo de los renacuajos asi como
aumentar la probabilidad de sean infectados por patégenos emergentes o ser afectados por

procesos de estrés hidrico, lo que podria ocasionar declines poblaciones.

Cabe destacarla capacidad que tiene el plaguicida clorotalonil de acelerar el desarrollo de
los renacuajos lo que afecta en el futuro su valor adaptativo; ademas de generar efectos
citotoxicos sobre las células inmunitarias que podrian provocar gastos energéticos adicionales.

Por otro lado, la toxicidad de este plaguicida no presenta un comportamiento lineal conforme
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aumenta su concentracion, lo que hace a esta sustancia ain mas compleja en su afectacion a

anfibios.

Con respecto al efecto ocasionado por factores bidticos y la generacion de estrés en
anfibios, indica que la presencia de depredadores puede provocar afectaciones sobre algunos
individuos, sin embargo dicho efecto tiende a desaparecer al darse una exposicion cronica. Por
otro lado, los resultados obtenidos en cuanto al aumento en el tiempo de desarrollo de los
renacuajos y las mortalidades masivas por estrés hidrico observadas en los sitios de estudio, nos
indican que es importante evaluar en investigaciones futuras el papel que juega la desecacion de

los habitats acuaticos de zonas altas sobre los declines poblacionales de anfibios.

El aumento en la toxicidad de ambas sustancias al encontrarse combinadas es un factor
de alta importancia al tratar de entender como afectan los plaguicidas a las poblaciones de
anfibios. Los resultados sinergisticos de esta investigacién dan una muestra de lo que esta
sucediendo en los habitats de anfibios de zonas altas, sin embargo es necesario evaluar el efecto
individual y grupal de otros plaguicidas que puedan estar presentes en estos sitios, esto con el
fin de establecer de manera integral la influencia de estresores quimicos sobre los declines

enigmaticos ocurridos en estos lugares.
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Cuadros

Cuadro 1. Resumen del andlisis de Manova realizado para el crecimiento de los renacuajos de L. faylori

expuestos a factores de estrés (g.l. 905).

MANOV A tamario gl F P

Depredador 1 3.29 0.070
Endosulfan beta 2 3.30 0.037
Clorotalonil 2 0.39 0.671
Depredador*Endosulfan beta 2 0.79 0.450
Depredador*Clorotalonil 2 1.37 0.254
Endosulfan beta*Clorotalonil 4 3.74 0.005
Depredador*Endosulfan beta*Clorotalonil 4 2.75 0.027

Cuadro 2. Resumen del andlisis de Manova realizado para los pesos de los renacuajos de L. faylori

expuestos a factores de estrés (g.l. 902).

MANOVA peso gl F P

Depredador 1 0.05 0.810

Endosulfan beta 2 11.17 0.000



Clorotalonil

Depredador*Endosulfan beta

Depredador*Clorotalonil

Endosulfan beta*Clorotalonil

Depredador*Endosulfan beta*Clorotalonil

2.34

0.31

1.17

2.89

227

63

0.096

0.733

0.311

0.021

0.060

Cuadro 3. Resumen del analisis de Manova realizado para los perfiles de leucocitos obtenido de los

renacuajos de L. faylori expuestos a factores de estrés (g1 241).

MANOVA perfiles de lencocitos gl F b
Depredador 1 0.68 0.557
Clorotalonil 2 3.13 0.002
Endosulfan beta 2 2.76 0.005
Depredador * Clorotalonil 2 3.04 <0.001
Depredador * Endosulfan beta 2 0.94 0.507
Clorotalonil * Endosulfan beta 4 3.32 <0.001
Depredador * Clorotalonil * Endosulfan beta 4 2.77 <0.001
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Cuadro 4. Resumen del analisis de Anova factorial realizado para los linfocitos en sangre de renacuajos

de L. faylori expuestos a factores de estrés (g.l. 91)

ANOVA perfiles de leucocitos gl F 2
Depredador 1 0.34 0.557
Clorotalonil 2 7.07 0.002
Endosulfan beta 2 5.76 0.005
Depredador * Clorotalonil 2 7.28 0.001
Depredador * Endosulfan beta 2 2.67 0.075
Clorotalonil * Endosulfan beta 4 16.83 <0.001
Depredador * Clorotalonil * Endosulfan beta 4 12.88 <0.001

Cuadro 5. Efectos adversos ocasionados por los factores de estrés en los diferentes tratamientos
analizados (C = clorotalonil, D = depredador, E = endosulfan beta, A = concentracién alta, B =

concentraciéon baja).

Efectos adversos Tratamiento

Renacuajo con movimientos erraticos | EB_CB
Renacuajo con movimientos erraticos | EA_CA
Renacuajo con movimientos erraticos | D_EA_CA
Renacuajo con movimientos erraticos | EB
Malformacion en cola | EA_CA

Malformacion en cola | SOL
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Malformacion en cola | D
Malformacion en cola | D_EB
Malformacién en cola | D_EB_CB
Malformacién en cola | D_EA_CB
Hematoma en cola | EB_CB

Dafo abdominal. Intestino expuesto | EA

Dafio abdominal. Intestino expuesto | EA

Dafo abdominal. Intestino expuesto | CA

Dafo abdominal. Intestino expuesto | D_EA

Dafio abdominal. Intestino expuesto | D_EB_CB
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Figuras
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Fig. 1. Hipotesis de factores estresantes y su posible impacto en la respuesta inmune y los declines

enigmaticos poblacionales de anfibios.



Fig. 2. Imagen satelital de la las lagunas utilizadas en esta investigacion, ubicadas en el Campusdela

Universidad Withworth, Costa Rica.
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Fig. 3. Diseno experimental del efecto individual y sinérgico de diferentes factores estresantes sobre
renacuajos de L. faylori. Efecto de dos plaguicidas (clorotalonil y endosulfin beta) con dos
concentraciones diferentes y efecto dela presencia de depredadores enla respuesta inmune de larvas de

anfibios.
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Fig. 4. Curvade degradaciéndel fungicida clorotalonil y del insecticida endosulfan beta, obtenidaa partir

de dopajes controlados en un mesocosmo experimental.
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Fig. 5. Promedio de temperaturas (°C) tomadas semanalmente del agua de los mesocosmos utilizados en

los experimentos de exposicion a factores estresantes. Las barras de error representan = 1 S.
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Fig. 6. Promedios de valores de pH tomados semanalmente del agua de los mesocosmos utilizados en

los experimentos de exposicion a factores estresantes. Las barras de error representan = 1 S
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Fig. 7. Promedio de valores de conductividad (dS/m) obtenidos semanalmente del agua de los

mesocosmos experimentales. Las barras de error representan + 1 S.
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Fig. 8. Promedios de crecimiento de los renacuajos de L. zaylori expuestos de manera créonica a diferentes

concentraciones del insecticida endosulfan beta. Las barras de error representan £ 1 S.
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Fig. 9. Coeficientes de variacion de los tamafios de los renacuajos de L. faylori expuestos a los diferentes
factores de estrés (C = clorotalonil, E = endosulfan, A = concentracién alta, B = concentracién baja).
Las barras horizontales negras representan los intervalos de confianza del promedio de los coeficientes

de variacién de todos los tratamientos.
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Fig. 10. Promedios de pesos de los renacuajos de L. faylori expuestos de manera cronica a diferentes

concentraciones del insecticida endosulfan beta. Las barras de error representan £ 1 S.
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Fig. 11. Coecficientes de variacion de los pesos delos renacuajos de L. faylori expuestos a los diferentes
factores de estrés (C = clorotalonil, E = endosulfan, A = concentracién alta, B = concentraciéon baja).
Las barras horizontales negras representan los intervalos de confianza del promedio de los coeficientes

de variacién de todos los tratamientos.
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Fig. 12. Probabilidad de que renacuajos de L. faylori expuestos a diferentes concentraciones del plaguicida

clorotalonil puedan desarrollar estadios Gosner tempranos o avanzados.
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Fig. 13. Probabilidad de que renacuajos de L. zaylori expuestos a diferentes concentraciones del plaguicida

endosulfan beta puedan desarrollar estadios Gosner tempranos o avanzados.
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Fig. 14. Proporcion de renacuajos de L. Zaylori muertos luego de ser expuestos a factores estresantes (C

= clorotalonil, E = endosulfan, A = concentracién alta, B = concentracién baja).



78

700 1

650 H }

600 -~

500 - }
400 4 }

350 1

Neutrofilos totales

300

0 pg/L 0.2 ug/L 2 pg/L
Endosulfin beta

Fig. 15. Promedios de neutréfilos totales en sangre de renacuajos de L. faylori expuestos a diferentes

concentraciones de endosulfan beta. Las barras de error representan £ 1 S.
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Fig. 16. Promedios de monocitos totales en sangre de renacuajos de L. zaylori expuestos a diferentes

concentraciones de clorotalonil. Las barras de error representan = 1 S.
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Fig. 17. Promedios de ecosinéfilos totales en sangre de renacuajos de L. faylori expuestos a diferentes

concentraciones de clorotalonil. Las barras de error representan = 1 S.
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Fig. 18. Efectos sinérgicos observados en promedios de linfocitos totales en sangre de renacuajos de L.
taylori expuestos a diferentes concentraciones de los plaguicidas endosulfan beta y clorotalonil. Las barras

de error representan + 1 S.
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Fig. 19. Efectos sinérgicos observados en promedios de linfocitos totales en sangre de renacuajos de L.
taylori expuestos a diferentes concentraciones del plaguicida clorotalonil y la presencia o ausencia de

depredador. Las barras de error representan * 1 S.
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Fig. 20. Promedio de eritrocitos totales en sangre de renacuajos de L. 7aylori expuestos a diferentes

concentraciones de clorotalonil. Las barras de error representan = 1 S.
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Fig. 21. Promedio de leucocitos totales en sangre de renacuajos de L. Zaylori expuestos a diferentes

concentraciones de clorotalonil. Las barras de error representan = 1 S.
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Fig. 22. Promedio de corticosteroides (pg/mL) en sangte de renacuajos de L. faylori expuestos a

diferentes concentraciones del insecticida endosulfan beta. Las barras de error representan + 1 S.



Fig. 23. Malformaciones enla cola encontradas en renacuajos de L. faylori expuestos al

insecticida endosulfan beta.
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Fig. 24. Exposicion de intestinos encontrada en algunos renacuajos de L. faylori expuestos a

factores de estrés.
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Anexos

Anexo 1. Masas de huevos de L. 7aylori colectadas en el area de estudio.
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Anexo 2. Larva de odonato (Anax sp.) utilizado como depredador en los experimentos de

exposicion a factores de estrés.
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Anexo 3. Sitio en donde se desarrollaron los experimentos de exposicion de estrés utilizando

mesocosSmos.
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Anexo 4. Mesocosmos utilizados para realizar los experimentos de exposicion a factores

estresantes.

Anexo 5. Protocolo de extraccion y concentracion de plaguicidas utilizados en microcosmos

Dopajes:

Se realizaron dopajes de plaguicidas en un mesocosmo de 15 L de agua filtrada con 15 gr de

hojarasca humeda. Los plaguicidas utilizados fueron:

e 30 pg/L de Clorotalonil

e 30 pg/L de Endosulfan beta
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Se homogenizo la disolucion de los plaguicidas agitando el agua levemente con ayuda de un

agitador de vidrio durante 15 seg.

Extraccién:

Se extrajeron 20 mL de agua proveniente del microcosmo utilizando una pipeta de vidrio.
La muestra fue depositada en tubos de vidrio y se tom6 una muestra en duplicado mas una

muestra blanco con agua filtrada.

A los tres tubos con muestra se le afladieron 3 gr de NaCl y se agitaron vigorosamente.
Luego de esto se anadié 2 mL de hexano a cada tubo y se agitaron por 3 min. Una vez terminado
esto se esperaron dos minutos para la separacion de las fases; como esto no sucedid y se
formaron burbujas en la parte superior de la muestra, se procedio6 a centrifugar durante 5 mina
una velocidad de 2000 ppm. Una vez separadas las fases, se extrajo la parte mas superficial
usando una pipeta Pasteurla cual se colocé en un nuevo tubo de vidrio. Esto se repitié una vez

mas para cada una de las muestras.

Luego de realizarla extraccién del hexano, se concentrd la muestra utilizando nitrégeno
liquido hasta obtener un volumen de aproximadamente de 100 a 50 uL; posterior a esto, se
agregdb 1 ml de isooctano para realizar nuevamente la concentracién de la muestra con
nitrégeno. Por ultimo, se agregd nuevamente 1 mL de isooctano para la muestra final y se agito
por un momento. La muestra final se coloc6 en un vial de extraccién para la posterior extraccion

de los plaguicidas utilizando cromatografia de gases.
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Anexo 6. Jaula que contenia a los depredadores de los tratamientos de exposicion a riesgo de

depredacion

Anexo 7. Protocolo de ELISA para corticosteroides utilizando volimenes pequefios de

suero/plasma

1. Poner todas las soluciones a temperatura ambiente antes de ser usadas.

2. Colocar una alicuota de 10 uL. de cada muestra en un Eppendorf.

3. Preparar 1 ml 1:100 de la solucién “Steroid displacement reagent (SDR)”
(inmediatamente antes de usar).

4. Adicionar 10 uL. de SDR a cada Eppedontf de cada muestra.
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Vortex.
Dejar reposar por 5 min antes de ser diluido con el buffer de ELISA.
Adicionar 380 uL del buffer de ELISA en cada tubo con muestra de plasma.
Vortex.

La dilucién final de las muestras es de 1:40.

Anexo 8. Protocolo de cuantificacién de corticosteroides en suero sanguineo de anfibios

Todos las muestras y reactivos deben de ser colocadas a temperatura ambiente al menos 30

min antes de ser usados. Todas las muestras y estandares deben de ser corridos en duplicado.

1.

Pipetear 100 puL del diluente estandar (Assay Buffer 15) en los pozos denominados NSB
y Bo (estandar 0 pg/mL).

Pipetear 100 pLL de los estandares del 1 al 5 en los pozos correspondientes.

Pipetear 100 uL. de cada muestra en los pozos correspondientes.

Pipetear 50 pl. del Assay Buffer 15 en los pozos correspondientes al NSB.

Pipetear 50 uL. del conjugado azul en cada pozo, exceptoenlos pozos de Actividad Total
(TA) y los pozos de los blancos.

Pipetear 50 ul. de los anticuerpos amarillos en cada pozo, excepto en los pozos de los
blancos, TA y NSB.

Nota: todos los pozos deberian de tener color verde excepto los pozos de NSB que

deberian de ser azules. Los blancos y TA no deberfan tener color hasta este momento.
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Incubar el plato a temperatura ambiente en un agitador de platos durante 2 horas a 500
rpm. El plato debe de ser cubierto con el sellador de platos.
Decantar el contenido de los pozos y lavar adicionando 400 uL. de la solucién de lavado
en todos los pozos. Repetir los lavados dos veces mas para un total de 3 lavados.
Después del ultimo lavado, decantar el plato fuertemente sobre una toalla absorbente
para remover cualquier remanente del buffer de lavado.
Adicionar 5 uL del conjugado azul en los pozos de TA.
Adicionar 200 uL de la solucién sustrato pNpp en cada pozo. Incubar a temperatura
ambiente por 1 h sin agitar.
Adicionar 50 pL. de la solucion stop a cada pozo. Esto detiene la reaccién y el plato debe
de leerse inmediatamente.

Leer el plato a 405 nm, realizar una correccion entre 570 y 590 nm.

Anexo9. Protocolo ELISAS para deteccion de inmunoglobulinas IgM y IgY

1.

Afiadir 0.5 ug-1 pug/100 uL de proteina BSA-DNP en Buffer de recubtimiento por
pozo. Dejar en incubacion overnight.

Decantar.

Afiadir 100 pL. de una solucién caseina al 2%-PBS. Incubar durante 30 min.

Decantar.

Anadir 50 uL. en los pozos las diluciones de las muestras (caseina 1%-PBS). Diluciones

de las muestras en factor de 2. Incubar por 2-3 h.
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Decantar.
Realizar 5 lavados con el buffer de lavados. Cada lavado se deja durante 5 min en el
shaker.
Anadir 100 pLL de los anticuerpos monoclonales IgM. Dilucién V2. Incubar 2-3 h.
Decantar.
Realizar 5 lavados con el buffer de lavados. Cada lavado se deja durante 5 min en el
shaker.
Anadir 100 plL el conjugado anti-ratén. 1:5000. Incubar 1 h.
Decantar.
Realizar 5 lavados con el buffer de lavados. Cada lavado se deja durante 5 minen el
shaker.
Anadir 100 pL el sustrato px OPD-H,O, hasta desarrollo de color. Control negativo no
debe de desarrollar color
50 uL HCL 1-2 molar Sustrato stop.

Leer inmediatamente lector de ELISA a una longitud de 492nn.
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Anexo 10. Clasificacion de leucocitos encontrados en sangre de renacuajos de L. faylor

eXpuestos a factores estresantes.

Neutrédfilo

Linfocito
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Eosindfilo

Monocito
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Basofilo
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Anexo 11. Protocolo técnica Dot-Blotting para evaluarla efectividad de las inmunoglobulinas

IeM e IgY.

Esta técnica inmunoldgica es una variante de la prueba de ELISA realizada sobre una

membrana de nitrocelulosa.

1. Anadir en tres lugares distintos de la membrana de nitrocelulosa 3 concentraciones

diferentes de cada inmunglobulina. En el primer sitio colocar 5 uL, en el segundo sitio

10 uLL y en el tercero 20 ulL.

2. Colocar cada membrane de nitrocelulosa en una caja petri
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Afadir una solucién de caseina 2%-PBS enla caja petti hasta cubrir totalmente la
membrana. Dejarincubar por una hora.
Decantar.
Afadir enla caja petti la solucién de conjugado anti-ratén. 1:5000 hasta cubrir toda la
membrana. Incubar 1 h.
Decantar.
Anadir el sustrato precipitable para peroxidasa enla caja petri hasta cubrir la
membrana. Esperar hasta que se observe un precipitado en el punto en donde se
colocé cada inmunoglobulina.
Detener la reaccién utilizando sustrato stop: 50 pl. HCI 1-2 molar.
Observar si existen diferencias entre los precipitados de acuerdo a las concentraciones

de inmunoglobulinas analizadas.



