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Resumen

Titulo: Estudio in vitro de la sobrevivencia, reproduccion y morfologia de Daphnia

pulicaria irradiada con un l&ser de baja energia

Daphnia es un género de crustaceos que es representativo de las comunidades de agua dulce.
Las especies exhiben una alta sensibilidad a una amplia gama de compuestos tdxicos, por lo
que se han utilizado internacionalmente como biomonitores en pruebas de toxicidad para
evaluar las condiciones de los ecosistemas, como la calidad del agua. También es un género
modelo en genética, epigenética y ecologia reproductiva. En este trabajo, utilizamos Daphnia
pulicaria como modelo para medir los efectos de la irradiacion con laser de baja energia en las
variables de sobrevivencia, reproduccion y morfologia de los organismos parentales y su
descendencia. Utilizamos (1) una sola linea de organismos clon para eliminar la variabilidad
genética interindividual; (2) individuos de més de 50 generaciones después de que se establecid
la linea de clon, y descendientes de la tercera cria para disipar los efectos maternos y
epigenéticos, y (3) neonatos, aquellos individuos de las especies que tienen menos de 48 horas
de vida, debido a que es la etapa més sensible a los estimulos 6pticos. EI mantenimiento de
los individuos de Daphnia pulicaria durante el experimento se llevd a cabo bajo la norma
mexicana NMX-AA-087-SCFI-2010. Se analizo la sobrevivencia, la longevidad, la edad de la
primera reproduccion, el nimero de crias por semana, el nimero total de crias durante todo su
ciclo de vida, la longitud corporal, el tamafio de las antenas y la longitud de la espina apical de
la 4% y la 5% camada de los individuos irradiados, que fueron expuestos a un estimulo de laser
azul de 405 nm durante 25 minutos con una potencia de 40 mW a una distancia de 50 cm, en
comparacion con los del grupo control (no irradiado). EI estudio llevado a cabo para este
trabajo de tesis mostro que la irradiacion con laser azul de estado sélido (longitud de onda de
405 nm) produjo cambios significativos en la sobrevivencia, reproduccion y morfologia de
Daphnia pulicaria. Esta dosis fue letal para el 70% de los individuos irradiados y disminuy6
el nimero total de crias de los individuos sobrevivientes. La morfologia se vio afectada en
neonatos de la 4% y 52 camada de diferentes madres radiadas en donde hubo una disminucion
en el tamafio del cuerpo, un incremento significativo en la espina apical y una tendencia en
reducir el tamafio de las anténulas. Los resultados obtenidos muestran que Daphnia pulicaria
proporciona un modelo experimental Gtil y muy sensible para el analisis de los efectos a corto

y largo plazo a la exposicion de un laser de baja energia.
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1. Introduccién

Los organismos vivos estamos expuestos diariamente a la radiacion solar sin la cual no
podriamos realizar los procesos metabolicos mas basicos para nuestra existencia. Esta
radiacion es un factor ecologico fundamental en casi todos los ecosistemas naturales. En el
caso particular de los organismos acuaticos, el impacto de dicha radiacion es de gran
importancia para comprender como es que responden al ambiente, ya que altas intensidades de

radiacion solar son perjudiciales.

Los organismos del género Daphnia son de los crustdceos zooplanctonicos con amplia
distribucion alrededor del mundo, son considerados organismos estandar en experimentos de
genética, epigenética y ecologia reproductiva. Entre sus caracteristicas principales se
encuentran una buena adaptabilidad a las condiciones del laboratorio, su ciclo reproductivo
asexual y su corto periodo de vida (Martinez, et al., 1997). La reproduccion asexual, que se
realiza mediante partenogénesis, se presenta principalmente cuando las condiciones de
desarrollo son las adecuadas, produciéndose entonces camadas exclusivamente de hembras,
que pueden a su vez alcanzar la fase reproductiva y continuar reproduciéndose de manera
asexual mientras persistan condiciones favorables de alimentacion, baja densidad poblacional,
y los factores ambientales y calidad quimica del agua sean los adecuados. Cuando alguno o
algunos de estos factores se tornan adversos, entonces parte de la progenie estara constituida
por machos que al crecer pueden dar lugar a la reproduccion sexual al fecundar hembras
(Martinez-Jeronimo, 2008). La importancia de la reproduccion por partenogénesis radica en
que permite una produccion rapida y conveniente de ejemplares genéticamente idénticos

(Sarapultseva et al., 2017).

El género Daphnia es conocido por ser un excelente bioindicador para evaluar y medir los
ecosistemas acuaticos y ha sido utilizado internacionalmente en experimentos de toxicidad
como biomonitor debido a que presenta una alta sensibilidad a una amplia gama de compuestos
toxicos. En las especies acuaticas particularmente, existe una estrecha relacion entre el aumento

de la peroxidacion lipidica y el deterioro antioxidante (Esterhuizen-Londt et al., 2016).
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La evaluacion biologica de la calidad del agua se esta desarrollando en gran medida debido a
la inclusién de indicadores bioldgicos en las guias de calidad del agua y en la evaluacion del
impacto ambiental. Uno de los beneficios del uso de bioindicadores es su capacidad para
indicar los efectos bioticos indirectos de los contaminantes ademas de que nos brindan
informacidn sobre si nuestras acciones son o no biolégicamente sostenibles (Uday et al., 2013).
Uday et al. (2013) establece que para que un organismo sea considerado como buen indicador
debe cumplir las siguientes caracteristicas: i) que proporcione una respuesta medible (sensible
a la perturbacion o el estrés), ii) que esté taxonémicamente bien documentado, iii) que sea facil
y barato inspeccionar con el modelo y que pueda identificarse de manera confiable. Ademas,

el organismo debe presentar una amplia distribucion temporal y espacial.

Actualmente se han desarrollado normas nacionales como la NMX-AA-087-scfi-2010 e
internacionales como la ISO 10706:2000 (ISO, 2000), OCSPP 850.1010 (US EPA, 2016),
OPPTS 850.1300 (US EPA, 1996) y OECD 211 (OECD, 2004, 2008) para el uso y manejo de
ejemplares del género Daphnia en condiciones de laboratorio en donde se establecen los
principales pardmetros para su cultivo asi como guias detalladas para su uso en test de
toxicidad. A pesar de que existen numerosos trabajos en donde se evalUa el efecto de diferentes
tipos de radiacion en la fertilidad, la sobrevivencia y el crecimiento en daphnias y su efecto a
través de las generaciones, la mayoria se enfocan en la especie Daphnia magna. Lo anterior
genera una excelente area de oportunidad para estudiar otras especies como Daphnia pulicaria,
pues hasta el momento las investigaciones en esta especie son pocas 0 casi nulas.
Adicionalmente, no existe una investigacién en donde se evallen los efectos de la radiacion
producida por un laser de baja energia a una longitud de onda de 405 nm en la sobrevivencia,

reproduccion y morfologia en Daphnia pulicaria.

El organismo antes mencionado, pertenece al complejo pulex, el cual se ha registrado estar
presente en la Presa José Antonio Alzate, en Jilotepec-Ixtlahuaca km 28 y 41 y en la Laguna
los Bafios en el Estado de México (Gutiérrez et al., 2008); por lo que puede considerarse un
habitante natural de los cuerpos del Alto Lerma. En este trabajo de tesis se propuso a Daphnia
pulicaria como modelo estandar para evaluar in vitro los cambios que induce la radiacion de

un laser de baja energia en la morfologia, sobrevivencia y reproduccion en un cultivo de éstas,
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y si los cambios producidos perduran o se desvanecen dentro de una Unica generacion de

descendientes a traves de las reproducciones sucesivas producidas por la descendencia.

2. Antecedentes

2.1. Generalidades del género Daphnia
El género Daphnia pertenece al orden Cladocera de la familia Daphniidae, el genero incluye

a mas de 100 especies alrededor del mundo, siendo Daphnia pulex la mas comudn (Ebert, 2005).
Son crusticeos planctdnicos filtradores de agua dulce que consumen una diversidad de
particulas que incluyen diferentes especies de microalgas, bacterias 0 materia orgénica en
suspension, son considerados componentes importantes en los ecosistemas acuaticos al
permitir un flujo energético entre los productores primarios y oOrdenes superiores de
consumidores, en las tramas tréficas de los sitios donde se distribuyen (Martinez-Jerénimo,
2008). Daphnia pulicaria es un habitante natural de las Ciénegas del Alto Lerma, las cuales
estan por arriba de los 2600 m.s.n.m (Elias, 2008) esta altitud hace que la Daphnia pulicaria
sea un modelo de alta montafia y de climas templados y frios, a diferencia de Daphnia magna
(Martinez-Jerénimo, 2008) que se distribuye geograficamente en los climas templados de
Estados Unidos de Norteamérica, Canada y Europa a bajas altitudes.

El conocimiento de la anatomia, ecologia, filogenia, fisiologia y toxicologia de las especies de
Daphnia en conjunto con un genoma completamente secuenciado (wfleabase.org) ha permitido
el desarrollo de diversos estudios de exposicion con diferentes factores estresantes en esta

especie (Gomes et al., 2018).

La anatomia en la parte superior de Daphnia consta de un ojo compuesto con veintidds
omatidios y pigmento negro cuya principal funcion es la de orientacion, debajo de este se
encuentran el cerebro, el ocelo, el rostrum, la boca, el eséfago, los masculos antenales, la
mandibula y la glandula de cocha. En la parte media se encuentra el corazén, los ovarios
emparejados, el grupo de ovocitos partenogenéticos, la cdmara de cria y el oviducto por una
parte, y por otra los cinco apéndices toracicos; que juegan un papel importante en la filtracion
e intercambio de gases, y el intestino; el cual consta de tres partes: el esofago, el intestino medio
y el intestino grueso. Finalmente, en la parte inferior se encuentran un par de garras, los
apéndices caudales, el ano, el abdomen, el postabdomen, las setas abdominales y la espina

apical. El cuerpo esta cubierto por carapacho el cual confiere proteccion. El orden Cladocera
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incluye 10 pares de apéndices, que son (de adelante hacia atras): anténulas, antenas (las
segundas antenas, utilizadas para nadar); maxilas; y mandibulas; seguido por 5 extremidades
en el tronco (Ebert, 2005).

El ciclo asexual de Daphnia se caracteriza por la produccion de huevos partenogenéticos los
cuales se encuentran localizados en la cAmara de cria, que se ubica dorsalmente debajo del
caparazon y que esta cerrada por los procesos abdominales. La temperatura ideal para incubar
los huevos es de 20 ° C, los embriones nacen de los huevos después de aproximadamente 1 dia
y permanecen 3 dias en la cdmara de cria para completar su desarrollo hasta su liberacion a
través de la flexion ventral del abdomen posterior. A partir de este punto y hasta un dia posterior
son considerados como neonatos. Es a partir del tercer dia y hasta antes de su primera
reproduccion, la cual se lleva a cabo entre el décimo y décimo cuarto dia, que a las daphnias
se les considera como juveniles. Finalmente, se les llama adultas cuando ya han tenido su
primera reproduccion, éstas pueden llegar a producir un nido de huevos cada 3 o 4 dias hasta
su muerte. La esperanza de vida del crustaceo se ve afectada si su desarrollo se realiza en el
habitat natural de daphnia, cuya esperanza de vida es de 30 dias; o si su mantenimiento se
realiza en el laboratorio, donde llegan a vivir hasta mas de 2 meses (Ebert, 2005).

2.2. Curvas de sobrevivencia
Una curva de sobrevivencia es una representacion gréafica del nimero de individuos vivos en

una poblacion en diferentes edades (Stiling, 2014). Las curvas de sobrevivencia a menudo son
utilizadas por los ecologos para visualizar cémo el niamero de individuos en una poblacion
disminuye con el tiempo y se puede usar para comparar generaciones, poblaciones o incluso
especies diferentes. Por ejemplo, para medir una poblacion primero se identifica un grupo de
individuos de la misma especie, en la misma poblacién y nacidos al mismo tiempo,
posteriormente se recopilan los datos sobre cuando murié cada individuo en la poblacién y
finalmente se grafica el nUmero de sobrevivientes por cada 1,000 individuos en una escala

logaritmica en funcion del tiempo (Rauschert, 2010).

Stiling (2014) describe tres tipos de curvas de sobrevivencia (Fig 1). En la curva de tipo I, la
tasa de pérdida en edades tempranas es relativamente baja, sin embargo, la mayoria de los

individuos se pierden mas adelante en la vida. Los organismos que exhiben una supervivencia
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tipo | tienen relativamente pocos hijos, pero invierten mucho tiempo y recursos en la crianza
de sus crias. Los humanos y muchos mamiferos grandes son un claro ejemplo de curvas tipo I.
Las curvas de Tipo Il representan un término medio, con tasas de mortalidad constantes a lo
largo del tiempo. Algunas de las especies con curvas de supervivencia de tipo Il incluyen aves,
pequefios mamiferos, reptiles y algunas plantas anuales. La curva de tipo Ill, presenta una tasa
alta de pérdida de juveniles en edades tempranas y posteriormente la curva de supervivencia se

aplana para aquellos organismos lograron sobrevivir a la muerte temprana.

1,000

Tipo1
La mayoria de los individuos

\ mueren tarde en la vida

100 | == Tl
j = S
\ Tipo 1
e Los individuos mueren a
10 una tasa uniforme

Tipo Il
La mayeoria de los individuos
mueren a una edad temprana

Lo

>
4.-{. a Edad

b
A

Numero de sobrevivientes (escala logaritmica)

e
-

Fig 1. Curvas de sobrevivencia I, 11y 111 idealizadas. Diagrama adaptado de (Stiling,
2014).

2.3. Lavado del efecto epigenético
La Epigenética se define como el estudio de cambios heredables en el ADN e histonas que no

implican necesariamente modificaciones en la secuencia de nucledtidos, pero si en la estructura
y condensacion de la cromatina afectando la expresion génica y el fenotipo. Estas
modificaciones epigenéticas son metilacion del ADN Yy alteraciones en histonas (Garcia et al.,
2012). En los ultimos afios se ha acufiado el término “dindmica de la epigenética” la cual
describe como las modificaciones fenotipicas epigenéticas tanto transgeneracionales como

intrageneracionales cambian en patrones no lineales a lo largo del tiempo (Burggren, 2012).
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En un trabajo reciente (Burggren, 2012) se ha hipotetizado sobre la posibilidad de que las
modificaciones fenotipicas epigenéticas puedes desvanecerse lentamente a traves de las
generaciones hasta que finalmente estdn por debajo de los niveles detectables. Este lavado
epigenético se genera mediante dos procesos: el lavado transgeneracional del efecto
epigenético, es aquél en el que las alteraciones epigenéticas fenotipicas van desapareciendo
progresivamente a traves de las generaciones (Fig 2, lado izquierdo). Por otro lado, en el lavado
intrageneracional, los efectos fenotipicos epigenéticos inducidos se desvanecen dentro de una
Unica generacion de descendientes a través de las reproducciones sucesivas producidas por la
descendencia (Fig 2, lado derecho). Burggren, (2012) reporta que si el efecto epigenético no se
desvanece después de la tercera camada o de la tercera generacion (F3), dicho efecto sera

genético y pasara en lo sucesivo a las demas camadas o generaciones.

Hasta ahora han sido poco los estudios cuyo objetivo se enfoque en el lavado intrageneracional
y si los efectos fenotipicos inducidos se desvanecen o perduran en el tiempo. Uno de los
modelos que mas se ha estudiado en este campo y en donde se han hecho pruebas, es el
organismo Daphnia magna (Harris et al., 2012). En el estudio realizado por Andrewartha y
Burggren, (2012) encontraron evidencia preliminar como ellos lo reportan, del lavado
intrageneracional de modificaciones fenotipicas epigenéticas en la morfologia del cuerpo de la
pulga de agua Daphnia magna al exponer el organismo a condiciones de hipoxia (4%) por seis
dias. La exposicién hipdxica parental indujo una masa corporal reducida de la generacion F1,
esta reduccion se manifesto en la primera y segunda camada que comprenden la F1, pero
posteriormente se “lavaron” antes de la tercera camada que exhibié masas corporales idénticas
en comparacion con las generaciones de control F1 cuyos padres no habian estado expuestos a

hipoxia.
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Lavado Lavado
transgeneracional del intrageneracional del
efecto epigenético efecto epigenético

FO

Camada 1
F1 —_ Camada 2
Camada 3
Camada 4*
F2
Camada 5*
F3
\ 4
F4

Fig 2. Hipotesis del “lavado” de efectos epigenéticos transgeneracionales (izquierda) e
intrageneracionales (derecha). En este esquema hipotético, los rasgos fenotipicos se
desvanecen en multiples generaciones o dentro de la F1 en mdltiples crias. Diagrama

adaptado de (Burggren, 2015).

2.4. Efecto de la radiacién ionizante en la morfologia del género Daphnia
Cada caracteristica morfoldgica, de crecimiento y reproductiva es producto de la expresion

genética y la interaccion con el ambiente por lo que un cambio en este no permite el
funcionamiento correcto del organismo y puede verse reflejado con su muerte. Un estudio
reciente realizado por Vorob’yeva et al., (2015), mostré que la radiacion gamma (632.8 nm)
en un rango de dosis de 1.7-1300 mJcm™ causa patologias en las antenas en Daphnia magna
como un subdesarrollo o reduccion de las cerdas en las antenas natatorias y deformaciones en
espiral de las antenas. Los individuos con antenas defectuosas al no poder moverse libremente

morian después de 1-3 dias de su nacimiento. También hubo otros cambios morfologicos en la
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espina apical de Daphnia magna, la cual se doblaba debajo del borde ventral del caparazon
(Vorob’yeva et al., 2015).

Los cambios en el crecimiento son considerados como uno de los puntos finales del ciclo de
vida para evaluar el impacto bioldgico en respuesta a la radiacion ionizante. Vorob’yeva et al.,
(2015) mostraron en su estudio cambios significativos en el crecimiento de Daphnia magna
generando aumentos y reducciones en la longitud corporal dependiendo de la generacién y de
la dosis administrada. El cambio en longitud del cuerpo también se vio afectado en la
investigacion de Parisot et al., (2015) en donde encontrd que la radiacibn gamma cronica
genera una pequefia reduccion en la longitud del cuerpo de Daphnia magna, con una reduccion
del 5y 13% en el rango del crecimiento de la generacion F2 de daphnias expuestas a 4.7 y 35.4
mGyh,

2.5. Efecto de la radiacion ionizante en la mortalidad y sobrevivencia del género Daphnia
La mortalidad tiene el potencial de alterar la distribucion por edades, la tasa de mortalidad y la

densidad poblacional (UNSCEAR, 2008); sin embargo, los efectos transgeneracionales de la
exposicion parental sobre la sobrevivencia siguen siendo poco conocidos. Los datos obtenidos
a partir de la mortalidad a menudo se usan para calcular valores de dosis letales (LDso) (Dallas
et al, 2012) para derivar jerarquias de radiosensibilidad a través de grupos taxonémicos. Los
valores LDso se usan tradicionalmente en estudios ecotoxicolégicos para determinar el riesgo

ecologico de las especies (Stark et al., 2004).

En un estudio donde evaluaron los efectos a altas dosis de exposicion aguda de rayos gamma
en la supervivencia de Daphnia magna (Sarapultseva et al., 2009), encontraron que el rango
de sobrevivencia de las daphnias expuestas a 20 Gy fue significativamente comprometido, a
dosis mayores de 100 Gy se compromete sustancialmente y dosis de 250 Gy y 600 Gy se
consideran letales. Segun los resultados de estos autores, la dosis semi-letal para Daphnia
magna es de 63 Gy. En cuanto a la esperanza de vida Sarapultseva et al., (2016) reportaron que
las daphnias expuestas a dosis de rayos gamma a 10 mGy fue de 50 dias, mientras que a 100 y
1000 mGy fue de 43 y 36 dias respectivamente en comparacion con el control que tuvo una
esperanza de vida de 54 dias. Otras investigaciones se han efectuado en torno a otro tipo de
radiacion como la UV-A y UV-B. El estudio realizado por Vega et al., (2000) mostré que el

efecto letal mas importante se present6 después de 2 horas de radiacién con UV-B en Daphnia
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longispina, en donde el 80% de los individuos murieron (n=30), mientras que los individuos

radiados con UV-A por el mismo periodo de tiempo, murieron solo el 20% (n=30).

2.6. Efecto de la radiacion ionizante en la reproduccion y fertilidad del género Daphnia
Los efectos subletales de la radiacion ionizante reducen la capacidad de producir generaciones

adicionales, afectar la sobrevivencia a largo plazo de la especie y, por lo tanto, alterar la
dinamica del ecosistema. La reproduccion es aqui una de las respuestas biolégicas mas
sensibles, que influye en las poblaciones y mantiene el equilibrio de nicho en los ecosistemas
(Gilbin et al, 2008).

El estudio multigeneracional de Parisot et al., (2015) mostré que la reproduccion se vio
afectada por una reduccion del 19% en los 21 dias de fecundidad a 35.4 mGyh™ en FO y por
un retraso de 1.9 dias en la liberacion de las crias a 0.070, 4.70 y 35.4 mGyh™* en F2 en Daphnia
magna. Estos mismos autores concluyeron que hubo una reduccidn significativa en el nimero
de crias producidas durante las generaciones posteriores. Por su parte, Alonzo et al., (2008 a,
b) registraron un retraso en la produccion de cria en D. magna expuesta a 15 mGyh durante
un periodo de 23 dias (recibiendo una dosis total de 0.345 mGyh). Sarapultseva et al., (2013)
por otro lado, encontraron que dosis de radiacién gamma a 100 y 1000 mGy comprometen la
fecundidad, el éxito reproductivo y acortan la esperanza de vida en un 20-30% comparado con
el control en D. magna, manifestando efectos hasta la generacion F1. Los ultimos autores creen
que la supervivencia comprometida de la descendencia de primera generacién de daphnia
irradiada, puede explicarse debido a los efectos perjudiciales de las mutaciones inducidas en la

linea germinal de los padres irradiados.

2.7. Efecto de la radiaciéon ionizante en el ADN del género Daphnia
Uno de los mecanismos toxicos de la radiacion ionizante es la generacion de especies reactivas

de oxigeno (e.j. radicales superdxido, radicales hidroxilo y peroxido de hidrégeno), la
produccién en exceso de estos radicales puede causar un agotamiento en la capacidad
antioxidante de las células provocando estrés oxidativo, es decir, el desequilibrio entre la
generacion y la neutralizacion de las especies reactivas de oxigeno por mecanismos
antioxidantes dentro del organismo. Algunos de los ejemplos méas conocidos asociados al estrés
oxidativo celular son la peroxidacion lipidica, oxidacion de proteinas y dafio al ADN. El estrés

oxidativo puede cuantificarse mediante el uso de biomarcadores para monitorear el estado de
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varios mecanismos de defensa antioxidantes contra los radicales libres (Gomes et al., 2018).
Los efectos provocados por la radiacion ionizante en el ADN han sido descritos en trabajos
anteriores donde se ha demostrado que puede inducir cambios epigenéticos heredables como
la metilacion del ADN, que causa cambios transgeneracionales en la expresion de los genes
(Dubrova, 2003; Skinner, 2008). Las alteraciones en el ADN provocadas por radiacion
ionizante dependen del tiempo y la dosis suministrada, afectan las células germinales en las
hembras y son heredables a su progenie (Parisot et al., 2015). Adicionalmente, se ha
comprobado que la actividad antioxidante en Daphnia se ve afectada por la edad (Arzate et al.,
2011). Los organismos en sus etapas tempranas son mas sensibles que aquellos en etapas mas
avanzadas, es decir que los neonatos y los juveniles poseen una capacidad superior de evitar el

dafio oxidativo porque poseen un mayor numero de defensas.

2.8. Efectos de la radiacidn no ionizante en tejidos biologicos
La radiacién no ionizante es aquella energia radiativa que cuando pasa a través de la materia

tiene la energia necesaria para la excitacion sin producir iones cargados, es decir no ioniza la
materia. La radiacion no ionizante es incapaz de impartir suficiente energia a una molécula o
un dtomo para modificar su estructura y quitarle uno o mas electrones. La longitud de onda de
100 nm es la longitud de onda que divide la radiacion no ionizante de la radiacién ionizante.
No obstante, este tipo de radiacién también cuenta con el potencial necesario para interactuar
y generar efectos bioldgicos. Las fuentes por las cuales se genera este tipo de radiacién incluyen
las naturales y las artificiales. Entre las radiaciones ionizantes del espectro electromagnético
encontramos las ondas de radio, las microondas, los infrarrojos, la luz visible y los ultravioleta

de baja frecuencia (Knave, 2001).

Se ha de destacar que para este trabajo de tesis se utiliz6 un laser de baja energia como fuente
para radiar a los organismos de estudio. Particularmente, cuando se somete una muestra
bioldgica a radiacion electromagnética laser, no se observan efectos ionizantes debido a que
las longitudes de onda son considerablemente grandes para no alterar los estados energéticos
de los electrones, por lo tanto, la radiacion laser pertenece a la radiacion no ionizante. Sin
embargo, se sabe que los laseres tienen efectos destructivos en los organismos vivos, de ahi la
creciente preocupacion sobre los efectos adversos de las tecnologias laser (Yuan et al., 2018).
Hoy en dia, no existen estudios que brinden informacion especifica sobre los efectos que puede
causar la radiacion laser en Daphnia, sin embargo, se brindara informacion del efecto que
produce la radiacion laser en tejidos biolégicos o en otros organismos.
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En el estudio realizado por Kushibiki et al. (2013) se irradiaron los siguientes tipos de células
preadipocitos de ratdn (3T3-L1), precondrocitos (ATDCS5), mioblastos (C2C12), células del
estroma mesenquimatoso (KUSA-AL), células de cancer de pulmon (LLC), células de
insulinoma (MING), fibroblastos (NIH-3T3), células de adenocarcinoma de cérvix humano
(HeLa), macrdfagos diferenciados de linfocitos (THP-1) con un laser azul (longitud de onda:
405 nm), un laser rojo (longitud de onda: 664 nm) o un laser de infrarrojo cercano (longitud de
onda: 808 nm) a 100 mW / cm? durante 60 o 120 segundos. Los autores de este trabajo
concluyeron que la terapia laser de bajo nivel induce una cascada de sefializacion de segundos
mensajeros hasta producir especies reactivas de oxigeno en aquellas células irradiadas
especialmente con laser azul a una longitud de onda de 405 nm. En contraste, la generacion de
especies reactivas de oxigeno intracelular no se observo después de la irradiacidn con un laser

rojo o un laser de infrarrojo cercano.

También se han medido los efectos que la radiacién laser puede tener en células bacterianas
gram-positivas y gram-negativas. A una longitud de onda de 532 nm se observd que la
irradiacién con laser puede comprometer la funcién fisiologica de las células bacterianas. Sin
embargo, el grado de destruccion dependera de la dosis suministrada, que se refleja desde una
reduccion en el crecimiento hasta la pérdida de actividad metabdlica y el dafio estructural fisico.
Los autores del estudio concluyeron que el umbral de energia para la destruccion depende de
la cepa, donde las células bacterianas gram-positivas son mas susceptibles que las cepas

bacterianas gram-negativas al dafio inducido por la radiacion (Yuan et al., 2018).
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3. Objetivos
3.1. Objetivo general

1.

Determinar el efecto de la radiacion con laser azul (405 nm) de estado sélido a una
dosis de 40mW en la sobrevivencia, reproduccion y morfologia de la FO y F1 de

Daphnia pulicaria.

3.2. Objetivos especificos

1.

Fabiola Zaldivar Ortiz

Disenfar, instalar y calibrar un arreglo experimental que posibilite foto-estimular
ejemplares de Daphnia pulicaria bajo condiciones controladas de temperatura e
intensidad luminosa.

Determinar la dosis letal media de irradiacion para Daphnia pulicaria con el propdsito
de establecer la potencia, distancia de irradiacion y seccién eficaz apropiadas para el
estudio de su desarrollo.

Medir el nimero total de crias y camadas de la generacion FO para determinar efectos
en la reproduccion de Daphnia pulicaria mediante un seguimiento continuo tanto de
las daphnias control como de las daphnias irradiadas.

Identificar los efectos que produce el laser de baja energia en la generacion FO y F1 en
la morfologia de Daphnia pulicaria (anténulas, rostrum, espina apical o alguna otra
parte del crustdceo) mediante tomas fotograficas del organismo bajo un microscopio
dptico.

Determinar los efectos en la sobrevivencia de Daphnia pulicaria con el fin de obtener
la curva de sobrevivencia (nimero de sobrevivientes contra el tiempo) del organismo e

identificar el tipo de esta.
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3. Mantenimiento y cultivo de Daphnia pulicaria
El crustdceo Daphnia pulicaria Forbes, 1893 (Crustacea, Clodocera) utilizado para este

experimento fue colectado de un cuerpo de agua dulce perteneciente a la zona del Alto Lerma,
Estado de México y criado exitosamente por 3 afios en el laboratorio de Ecofisiologia Animal
de la Facultad de Ciencias de la Universidad Autonoma del Estado de México. El clon se ha
cultivado en una continua reproduccion partenogenética por mas de 200 generaciones
siguiendo las condiciones ambientales que establece la Norma Mexicana NMX AA-087-SCFI-
2010 “Analisis de agua - Evaluacion de toxicidad aguda con Daphnia magna, Straus (Crustacea
- Cladocera) - Método de prueba”, al ser la Uinica norma mexicana hasta el momento para
mantener cultivos de Daphnia y el descrito por Martinez-Jeronimo (2008) “Ensayo de
toxicidad aguda con cladoceros de la familia Daphnidae”. Ambos métodos se basan en la
determinacion de efectos letales agudos donde la respuesta que se evalla es la ausencia de
movilidad o muerte, bajo condiciones de exposicion controlada del crustaceo Daphnia durante
48 h. Para realizar las pruebas de toxicidad, la norma establece que solo deben utilizarse
neonatos de la tercera generacion en adelante, provenientes de hembras gravidas y evitar el uso

de neonatos de hembras de més de 40 dias de vida.

Las condiciones ambientales para el cultivo y mantenimiento de organismos de Daphnia de la
norma establece primeramente un area libre de sustancias toxicas. El cuidado de los organismos
en cultivo conduce a tener un lote controlado de dafnidos cuya densidad no debe ser mayor de
15 organismos/L en agua dura reconstituida de dureza de 250 mg/L + 25 mg/L. Cada lote se
inicia con neonatos de menos de 24 h de nacidos en estado éptimo, con intensidad de luz de
600 - 1000 Ix y un fotoperiodo de 16:8 horas luz: oscuridad, temperatura de 20°C + 2°C, una
concentracion de oxigeno disuelto de 2 mg/L y una dureza (CaCOsz) de 250 + 25 mg/L. Los
organismos fueron alimentados 3 veces por semana con células suspendidas de cultivo de la
microalga Desmodesmus sp. (Fig. 3) cultivada en condiciones controladas en el laboratorio
Ecofisiologia Animal, a una concentracién de 750,000 a 800,000 cels/mL. La concentracién
de las algas fue determinada con la densidad Optica del cultivo usando un espectrofotometro a
450 nm de longitud de onda.
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Figura 4. Camara bioclimatica para el mantenimiento de Daphnia pulicaria.

Para cultivos de D. pulicaria se utilizé agua reconstituida con dureza de 250 mg/L + 25 mg/L
y pH de 8.0 £ 0.2. Para elaborar ésta se utilizaron disoluciones stock y su preparacion se resume
en la Tabla 1.
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Tabla 1. Preparacion de soluciones stock para la elaboracion del agua dura reconstituida.

Disolucion Preparacion stock Preparacion agua dura
reconstituida (1 L)

Disolucion de cloruro de Disolver 11.76 g del reactivo Agregar 25 mL de la
calcio dihidratado (CaCl>+ | enagua desionizada y aforar a disolucidn stock.
2H20). 1L.
Disolucion de sulfato de Disolver 4.93 g del reactivo en Agregar 25 mL de la
magnesio pentahidratado agua desionizada y aforar a 1 disolucidn stock.
(MgSO4+7H:0). L.

Disolucién de bicarbonato | Disolver 2.59 g del reactivo en Agregar 25 mL de la
de sodio (NaHCO:s) agua desionizada y aforar a 1 disolucidn stock.
L.

Disolucién de cloruro de Disolver 0.23 g del reactivo en Agregar 25 mL de la

potasio (KCI). agua desionizada y aforar a 1 disolucion stock.
L.
Disolucion de selenito de Disolver 0.001 g del reactivo Agregar 0.2 mL de la
sodio (Na2SeOa) en agua destilada y aforar a disolucidn stock.
100 mL.

En el siguiente diagrama se resume la metodologia llevada a cabo en este trabajo de tesis. Los
cuadros en color azul indican condiciones previas al experimento, los cuadros en color verde
pertenecen al desarrollo del experimental de la radiacion, los cuadros en amarillo indican el
seguimiento del experimento, los cuadros en rosa indican los pasos posteriores a la muerte de

los organismos y el cuadro en morado al andlisis de resultados.

Fabiola Zaldivar Ortiz 16



Estudio in vitro de la sobrevivencia, reproduccion y morfologia de Daphnia pulicariairradiada con un
laser de baja energia

Separar aleatoriamente

Seleccionar ejemplares :
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experimental
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irradiados en vasos de
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un laser de baja energia a 405 nm

a una potencia de 40 mW, con un
tiempo t y distancia x.

Mantener las Daphnias de
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Mexicana
NMX-AA-087-SCFI-2010

Seguir la sobrevivencia de

Fig 5. Diagrama de la metodologia del estudio in vitro de la sobrevivencia, reproduccion y morfologia de Daphnia pulicaria irradiada con un

laser de baja energia.
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4. Fundamentos de la radiacion electromagnética
La luz es una forma de radiacion electromagnética a la que se le denomina energia radiante. La

energia radiante se distribuye en forma de ondas en cualquier medio con una direccion
determinada, y solo se percibe cuando interactda con la materia, la cual permite su absorcion o
reflejo. Para que ocurra este fendmeno de la luz se necesita un cuerpo emisor de energia
radiante y otro cuerpo que recibe esta energia radiante. A la interaccion o transferencia de
energia entre un cuerpo y otro es a lo que se le denomina radiacién. Fisicamente la luz se puede
propagar de dos formas distintas en el espacio: como una onda electromagnética 0 como un

corpusculo o particula (Sirlin, 2005).

4.1. Espectro electromagnético y espectro visible
El espectro electromagnético (Fig. 6) es un ordenamiento de la energia radiante segun la

longitud de onda o la frecuencia. Las longitudes de onda van desde los 10°*® metros hasta los
105 metros. Por un lado del espectro, tenemos las frecuencias mas altas y de onda corta y son
los que presentan mayor energia como por ejemplo los rayos cosmicos. En el otro extremo se
encuentran las ondas largas, utilizadas para comunicaciones de radio, que van de unos
milimetros a kilometros de longitud de onda. Entre estos extremos estan los rayos X, los
ultravioleta, los visibles y los infrarrojos. Para medir el espectro visible la unidad de medida

mas usada es el nanémetro (nm), que equivale a 10 metros (Sirlin, 2005)
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Fig 6. Diagrama del espectro electromagnético. Se muestra el tipo, longitud de onda (con
ejemplos), frecuencia y la temperatura de emision de un cuerpo negro. Diagrama adaptado de
(NASA,2007).

El espectro visible es aquella porcidn del espectro electromagnético la cual es percibida por el
0jo humano, y comprende las emisiones radiantes de longitud de onda que van desde los 380
nm hasta los 780 nm aproximadamente. La luz blanca que es percibida por el ojo humano, es
una mezcla de todas las longitudes de onda visibles. El espectro visible se puede descomponer
en sus diferentes longitudes de onda mediante un prisma de cuarzo, que refracta selectivamente
las distintas longitudes de onda. En las longitudes de onda corta encontramos a los colores azul
y violeta, mientras que el rojo y el naranja corresponden a longitud de ondas largas, en el medio
encontramos el verde y el amarillo. La radiacién luminosa monocromatica no se genera
empiricamente y corresponde en teoria a lo que es una sola longitud de onda. Las fuentes de
luz que mas se asemejan a este tipo de emision, por cubrir una banda minima de longitudes de

onda, son el laser y la lampara de sodio baja presion (Sirlin, 2005).

Tanto los rayos ultravioletas (350 nm hasta 10 nm) como los infrarrojos (750 nm hasta 1 mm)
no son detectados visualmente, pero pueden serlo fisiolégicamente, pues provocan una
sensacion de calor o una cierta coloratura sobre la piel (bronceado). La radiacion solar que llega
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a la tierra cubre un espectro de ondas electromagnéticas con longitudes de onda que van desde
los 290 nm a los 1700 nm. Radiaciones electromagnéticas de menor longitud de onda son
absorbidas por la capa de ozono y las mayores son modificadas y absorbidas por el didxido de
carbono y el vapor de agua (Sirlin, 2005).

La palabra laser es un acronimo de las palabras inglesas: Light Amplification by Stimulated
Emision of Radiation, es decir, Amplificacion de Luz mediante Emision Estimulada de
Radiacion y su uso radica en generar ondas electromagnéticas de la gama Optica, es decir,
proporciona una forma de emisién de radiacion luminosa de caracteristicas especiales
(Martinez, s.f.). La caracteristica principal de la radiacion laser es que su luz es monocromatica
por lo que presenta una sola longitud de onda y asi logra aprovechar las caracteristicas fisicas
y bioldgicas que posee la radiacion de una longitud de onda determinada. Ademas, posee una
gran direccionalidad y su utilidad radica en que puede concentrar un elevado nimero de fotones
en areas muy pequefias. En las Gltimas décadas, los laseres han sustentado el desarrollo de
tecnologias 6pticas modernas como pinzas Opticas, imagenes de superresolucion y tecnologias
espectroscopicas avanzadas, las cuales nos han llevado a la expansion de nuestros

conocimientos en las ciencias de la vida y el medio ambiente (Yuan et al., 2018).

Todas las formas de vida estamos expuestas de manera constante a la radiacion, dependiendo
de diversos factores fisicos, como la dosis, el modo y el tiempo de exposicion, y diversos
factores biol6gicos, como la especie, la vitalidad, la edad y el sexo se tiene mayor o menor
sensibilidad a ésta. Las diferencias en la sensibilidad de la radiacion también estan asociadas
con la eficiencia de los mecanismos relacionados con los sistemas de proteccion y reparacion
(Won et al., 2014). La presencia de radiacion ionizante en el medio ambiente proviene de
fuentes tanto naturales como antropogeénicas. Las fuentes naturales incluyen la radiacion
césmica que se origina fuera del sistema solar y los radionucleidos primordiales que surgen de
los procesos estelares (Smith y Beresford, 2005). La mayoria de los radionucleidos
antropdgenos en el medio ambiente se derivan de tres fuentes principales: pruebas de armas
nucleares, desastres nucleares y descargas autorizadas de plantas de reprocesamiento nuclear
(Aarkrog, 2003). Dependiendo de los niveles de exposicion, se ha comprobado que la radiacion
ionizante generalmente tiene un efecto negativo en Daphnia causando mortalidad significativa

(Fuma et al., 2003), reduccion en la movilidad, modificaciones en el crecimiento, asi como
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alteraciones significativas a nivel celular y molecular (Gomes et al., 2018).

Cuando la radiacion ionizante pasa a través de la materia, incluido el tejido vivo, deposita
energia que finalmente produce ionizacion y excitacion en la materia. La cantidad de energia
depositada dividida por la masa de tejido expuesta se denomina dosis absorbida y generalmente
se mide en unidades conocidas como miligrays (mG). El dafio biolégico causado por la
radiacion esta estrechamente relacionado con la cantidad de energia depositada. Sin embargo,
para estimar el efecto bioldgico potencial, se tiene en cuenta que los diferentes tipos de
radiacion tendrén por lo tanto diferentes efectos bioldgicos para la misma cantidad de energia
depositada, asi como el tipo de tejido, pues uno reaccionara de manera diferente a otro. Una
cantidad ponderada Ilamada dosis efectiva se usa en la proteccion contra la radiacion, y es el
indicador mas comunmente utilizado de los efectos bioldgicos potenciales asociados con la

exposicion a la radiacion ionizante  en humanos (Knave, 2001)

4.2. Propiedades Opticas o basicas de la luz
Al hacer incidir un haz de luz laser sobre una muestra se presentan tres diferentes fenémenos,

los cuales se describen a continuacion.

4.2.1. Reflexion
La reflexion de la luz es el cambio de direccidn que presenta un rayo luminoso cuando incide

sobre la superficie de separacion de dos medios distintos sin abandonar el medio por el cual se
propaga. Este fendmeno ocurre cuando las ondas electromagnéticas se topan con una superficie
que no absorbe energia radiante. La onda, llamada rayo incidente se refleja produciendo un haz
de luz, denominado rayo reflejado (Sirlin, 2005). La reflexion de la luz puede ser dirigida o

especular, difusa y mixta.

4.2.1.1. Reflexion dirigida
La reflexion dirigida o especular es aquella en la que un haz de rayos paralelos, una vez

reflejados, contintan siendo paralelos. Este tipo de reflexion se da en superficies lisas,
pulimentadas y totalmente no absorbente, como son las superficies de los espejos (Kane et al,
2007).
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4.2.1.2. Reflexion difusa
La reflexion difusa es aquella en la que un haz de rayos paralelos, al reflejarse siguen

direcciones distintas. Este tipo de reflexion se da en superficies rugosas o pulimentadas como,
por ejemplo, una pared o una tela; las irregularidades que presentan estas superficies hacen que
el angulo de incidencia de cada rayo dependa del punto en el que incide. Esto hace que el haz
incidente de rayos paralelos, al reflejarse, dé lugar a un haz reflejado de rayos que no son
paralelos entre ellos. La reflexion difusa de la luz permite ver los objetos que estan a nuestro
alrededor ya que los rayos de la luz que inciden sobre ellos son remitidos en todas direcciones
llegando algunos de ellos hasta nuestros ojos (Kane et al, 2007).

4.2.1.3. Reflexion mixta
La reflexion mixta es una combinacion de las dos reflexiones mencionadas anteriormente, esto

es debido a que la mayor parte de los objetos presentan superficies que no son perfectamente
especulares ni difusoras. Es por esto, que la luz que reflejan es mixta, y tienen una componente
especular (brillo) y otra difusa (por la cual apreciamos el color, la textura, etc.) (Kane et al,
2007).

Reflexién dirigida o Reflexidn difusa Reflexidén mixta
gspecular

Fig 7. Reflexion de la luz.

4.2.2. Transmision
La transmision es un fendmeno de la luz que ocurre cuando la luz atraviesa una superficie u

objeto, es decir, la luz transmitida. cita Se definen tres tipos de transmision: directa, difusa y

selectiva.
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4.2.2.1. Transmision directa

La luz es transmitida directamente cuando se desplaza a través de un objeto sin dispersarse,
es decir, sin generar cambios de direccion o calidad de la luz. El vidrio o el aire son unos
ejemplos clasicos (Cuevas, 2010).

4.2.2.2. Transmision difusa

La luz tiene transmision difusa cuando pasa a través de un objeto transparente o
semitransparente con textura y es desviada en diversas direcciones. Algunos plasticos o el

vidrio esmerilado son algunos ejemplos (Cuevas, 2010).

4.2.2.3. Transmision selectiva
La luz es transmitida selectivamente cuando atraviesa un objeto de color. Parte de la luz sera

absorbida y parte sera transmitida por ese objeto. Por ejemplo, un filtro color azul dejara pasar
longitudes de onda azules y absorbera las longitudes de onda rojas y verdes. Muchos de los

filtros fotograficos son usados con este fin (Cuevas, 2010).

y y
: : Vidrio smerlado ——
vy 4 , ! 3
Transmision directa Transmision difusa Transmision selectiva

Fig 8. Transmision de la luz: transmision directa, transmision difusa y transmision selectiva.

4.2.3. Absorcion
Se le llama absorcién a la conversion de la luz en otra fuente de energia, regularmente en

energia calorica, energia eléctrica, o energia quimica. También puede suceder que cambie a

una radiacion de diferente longitud de onda (como la fluorescencia) (Sirlin, 2005).

Cuando un rayo de luz atraviesa el vacio, este no pierde energia aun cuando se dispersa. Por
otro lado, cuando el rayo de luz atraviesa medios materiales ocurren pérdidas de energia debido
a efectos de absorcion y difusion. Dicha pérdida esta relacionada con el tipo de material, su
transparencia u opacidad. Es debido a lo anterior que cada material tiene un coeficiente de
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absorcion, el cual varia para cada longitud de onda. El coeficiente de absorcion serd bajo
cuando los materiales presenten una alta transparencia, sin embargo, para materiales con alta
opacidad el coeficiente es tan bajo que la intensidad final es practicamente cero, medida en
distancias muy cortas. Por otra parte, el coeficiente de absorcidon en algunos materiales es
notablemente diferente para las distintas longitudes de onda que presenta el espectro visible.
Estos materiales modifican la distribucion espectral de la luz que los atraviesa y son la base
para los filtros de colores. Las superficies coloreadas funcionan como peliculas de absorcién
selectiva de determinadas longitudes de onda del espectro visible, reflejando otras (Sirlin,
2005).

-

PR

Fig 9. Absorcidn de la luz a diferentes longitudes de onda. El color negro absorbe todas las

longitudes de onda visibles. El color blanco no absorbe ninguna longitud de onda. Tanto el
color verde como el rojo dejan pasar su color y absorben las otras longitudes de onda.

4.2.4. Efectos de la absorcion sobre tejidos biolégicos
La magnitud relativa de cada uno de estos fendmenos depende de las condiciones

fisicoguimicas implicadas durante el proceso de radiacion laser y la preparacion de las muestras
irradiadas, sin embargo, la reflexion y la transmision no tienen efectos apreciables sobre los

tejidos bioldgicos, pero la absorcion puede dafiarlos causando alguno de los siguientes efectos.

4.2.4.1. Efectos Térmicos
Un estimulo de luz laser provoca la vibracién de las moléculas del tejido bioldgico, lo cual

puede incrementar la temperatura y generar calor en una vecindad de la region irradiada. El
acoplamiento de la radiacion se genera por la absorcion de fotones que transfieren su energia a
los electrones provocando que aumente su nivel energético. Los electrones volveran a su estado
basal o de equilibrio y liberaran el exceso de energia en los tejidos. El dafio al tejido podria
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manifestarse como una desnaturalizacion de biomoléculas e incluso hasta la evaporacion del
tejido (Calderon, 2013).

4.2.4.2. Efectos Termoacusticos
Se presentan cuando la radiacion laser se suministra con pulsos muy cortos de alta potencia y

se debe a que una densidad de potencia grande en un instante corto de tiempo produce altas
temperaturas. De forma similar que cuando un objeto cae sobre una superficie de agua y se
generan ondas, cuando un laser pulsado deposita su energia sobre un tejido puede romper
células y generar una onda de compresion mecanica. El laser pulsado ademéas de producir
quemaduras puede, por efecto de la presion, ocasionar dafios colaterales a distancias del orden

de centimetros dentro del tejido (Cuesta, 2011).

4.2.4.3. Efectos Fotoquimicos
Se producen cuando la longitud de onda de la radiacion laser es capaz de excitar a las

moléculas orgéanicas provocando que se genere una reaccion quimica entre ellas. La interaccion
de la radiacion laser de baja potencia con los tejidos produce numerosos fendmenos
bioquimicos. Localmente en los humanos, tienen lugar algunos, como la liberacién de
sustancias prefomadas (histamina, serotonina y bradicinina), aumento del numero de leucitos
y de la actividad fagocitaria en los recuentos con las bacterias y de los materiales necroticos,
aumento del ndmero y labilidad de los lisososmas, estimulacion de la mitosis y del
deslizamiento de las células epiteliales de la sintesis de los polisacarido y de la proliferacion
fibrostatica, aumento del flujo hematico por vasodilatacion capilar y arterial, accion
fibrinolitica y antibacteriana, efecto bioquimico interfiriendo en algunos casos la produccion
de prostaglandina, asi como el aumento de produccion de ATP intracelular y el estimulo de la
sintesis de ADN, sintesis proteica y enzimética (Calderon, 2013).

5. Desarrollo del experimento

5.1. Radiacién
Para llevar a cabo la radiacion se prepard un set experimental conformado por tres médulos:

I.  Fuente de luz. Conformado por un laser azul de estado sélido (405 nm) y potencia
modulable Fermion 11, una fibra dptica y diversos soportes conductores.

Il. Conductor del haz. Constituido por un arreglo 6ptico de lentes concavos, convexos,

espejos y un divisor de haz

Fabiola Zaldivar Ortiz 25



1. Irradiacion. Habilitado con una cdmara termorreguladora con soporte para colocacion

de las muestras, sensores de temperatura, tarjeta de adquisicion de datos y computadora.

Fig 10. Set experimental. Las muestras de Daphnia pulicaria se colocaron dentro de una
camara de irradiacion con control de temperatura (1 y 4), a través de una disposicion éptica
(2 'y 3). Fueron irradiados con un laser azul de 405 nm (6). Las imagenes fueron capturadas
usando una cdmara adaptada a un microscopio (5).

5.2 Seguimiento del experimento

5.2.1. Condiciones de exposicion
Neonatos con 24 hrs de nacidos de Daphnia pulicaria de la tercera camada en adelante, fueron

separados aleatoriamente para obtener un grupo control y uno experimental. Durante la
radiacion, D. pulicaria se mantuvo en una caja petri de 3 cm de diametro con 3 ml de agua dura
reconstituida con 10 individuos en cada una. El grupo control no tratado se mantuvo en las
mismas condiciones, pero sin radiacion. La caja petri del grupo experimental se dispuso dentro
de la camara termorreguladora (10 cm x 7 cm x 7 cm) del set experimental y posteriormente se
radiaron los ejemplares con un laser azul de estado solido de potencia modulable Fermion 11, a
una longitud de onda de 405 nm por 25 minutos con una potencia de 40 mW y a una distancia
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de 50 cm llevado a cabo en el Laboratorio de Nanotermodinamica y Sistemas Complejos de la

Facultad de Ciencias de la Universidad Autbnoma del Estado de México.

Fig 11. Cultivo de Daphnia pulicaria. a) Los clones del organismo se mantienen en la camara
bioclimatica, b) En cada uno de los vasos de precipitados hay un clon del crustaceo sefialados

mediante las flechas negras.

5.2.2. Sobrevivencia y reproduccion
El grupo control y el grupo irradiado de daphnias se mantuvieron individualmente, colocado

un individuo por cada vaso de precipitados, con 10 mL de agua dura reconstituida. Las daphnias
se revisaron 3 veces por semana hasta su muerte y los neonatos de cada una fueron removidos
y contados. Se generd una base de datos por cada ejemplar en donde se registro la edad a la
primera reproduccién, el nimero de camadas, el nimero de neonatos por camada, los neonatos

totales, asi como la longevidad.

5.2.3. Morfologia
Una vez que los ejemplares tanto del control como experimental murieron se les tomé una

fotografia con ayuda de un microscopio 6ptico, asi como a algunos neonatos de la cuarta y
quinta camada para medir variables morfoldgicas (longitud total, longitud del cuerpo, longitud
de la espina apical, longitud de las anténulas, ancho del cuerpo, forma del cuerpo, etc) (Tablas
2-7). Posteriormente se realiz6 una comparacion estadistica de dichas variables tanto del grupo

control como del experimental.
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5.2.4. Anélisis de datos
Los datos fueron analizados estadisticamente mediante la prueba no paramétrica U de Mann-

Whitney aplicado a dos muestras independientes (control e irradiadas) debido a que el tamafio

de loa muestra fue pequefio y no simétrico.

6. Resultados y discusion
El objetivo de este trabajo fue examinar si la radiacion con un laser azul (405 nm) de estado

solido a una dosis de 40 mW inducia efectos en dos generaciones (FO, F1) identificando
cambios en la sobrevivencia, reproduccion y morfologia en Daphnia pulicaria. A continuacion,

se muestran los resultados obtenidos en este trabajo de tesis.

6.1. Rango de sobrevivencia
En linea con el estudio de Sarapultseva et al, (2016) en donde se menciona que los efectos de

radiacion parental en las daphnias pueden manifestarse predominantemente durante el
desarrollo temprano comprometiendo la sobrevivencia de los neonatos, en nuestro estudio el
efecto de la radiacion con laser azul es muy notorio en cuanto a la sobrevivencia de los
ejemplares y puede observarse con la proporcién de sobrevivientes con funcion del tiempo (Fig
12). Se identificd la dosis letal para el 70% de los individuos. Bajo condiciones normales, el
grupo control presento una tasa de sobrevivencia constante parecida a una curva tipo Il (Stiling,
2014); en donde los individuos mueren a una razon constante de forma natural a todas las
edades y el 80% alcanzd la madurez sexual. Las Daphnias irradiadas por su parte, presentan
una curva de sobrevivencia tipo Ill, en este tipo de curva la tasa de pérdida de los juveniles es
relativamente alta, y la curva de supervivencia se aplana para aquellos organismos que han
evitado la muerte temprana (Stiling, 2014). En el experimento se puede observar una alta
mortalidad en los primeros tres dias después de la radiacion, pero posteriormente los

sobrevivientes logran avanzar hasta la edad adulta y alcanzar la reproduccién.
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Fig 12. Curvas de sobrevivencia del grupo control y del grupo irradiado de Daphnia

pulicaria.

6.2. Reproduccion
En los individuos que alcanzaron la madurez sexual, la edad en su primera reproduccion no

presentd diferencias entre los individuos del grupo control y los radiados, pues todos tuvieron
su primera camada a los 15 dias después de nacer. Al evaluar el nimero total de crias, se
encontré que este parametro fue afectado por la radiacién de forma negativa y significativa
(t=3.1, gl=6 y p=0.01), el grupo control tuvo de 119-145 crias y el grupo irradiado de 102-115.
Ambos grupos mostraron un pico en la produccién de neonatos en los dias 34, 36, 38 y 41
respectivamente. Nuestros resultados de este parametro concuerdan con otros estudios
realizados en D. magna. En el estudio de Parisot et al, (2015) este pardmetro fue el mas afectado
entre los puntos finales a nivel organismo, en donde las daphnias mostraron un retraso creciente
en la liberacion de las crias y una reduccion en el ndmero de crias producidas durante

generaciones.
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6.3. Longevidad
El nimero total de dias vividos fue de 41 a 43 en el grupo control, en el grupo experimental

solo el 30% del total de la muestra alcanzaron 42 dias sin variacién. En esta variable no

existieron diferencias significativas (W=7.5, gl=5,3 y p=0.84).

6.4. Morfologia
Los cambios morfol6gicos fueron determinados en neonatos nacidos en las camadas 4% y 52 y

de diferentes madres irradiadas en comparacion con neonatos nacidos de madres control. Para
evaluar la morfologia se tomo en cuenta la longitud del cuerpo, la longitud de la espina apical,
la longitud de las anténulas, el angulo del rostro, el ancho de la base de la garra y la longitud

de la garra (Fig.13).

La mediana de la longitud del cuerpo es significativamente diferente entre el grupo control y
el grupo irradiado (U=56.5; nc=15 nj=19; p<0.01). Con lo anterior se rechaza la hip6tesis nula,
por lo que la longitud del cuerpo es mayor en el grupo control. En cuanto a la mediana de
longitud de la espina, también hubo diferencia entre el grupo control y el grupo irradiado y
estadisticamente es mayor en la del grupo irradiado (U=51.5; nc=14 ni=19; p<0.01). Por su
parte, la mediana de la longitud de las anténulas es diferente entre el grupo control y el grupo
irradiado (U=4; nc=9 ni=6; p<0.01). La mediana del &ngulo del rostro entre el grupo control y
el grupo irradiado no fue significativamente diferente (U=42; nc=10 n;=10; p>0.05), por lo que
se acepta la hipdtesis nula, es decir, que los angulos de los rostros son iguales en ambos grupos.
La mediana del ancho de la base de garra entre el grupo control y el grupo irradiado fue
significativamente diferente (U=18; nc=11 ni=8; p<0.05) con lo cual interpretamos que el ancho
de la base de la garra es mayor en el grupo control que en el grupo irradiado. Finalmente, la
mediana de la longitud de la garra entre el grupo control y el grupo irradiado no fue

significativamente diferente (U=40; nc=11 nj=8; p>0.05) (Fig. 14).

La conservacion de los cambios morfoldgicos en la cuarta y quinta camada sugieren un posible
cambio genético como lo proponen Andrewartha y Burggren (2012) y Burggren (2015 y 2016),
ya que los efectos epigenéticos se lavan después de la tercera camada y si persisten, la

probabilidad de que sean genéticos es muy alta (Fig 2). Lo anterior también lo mencionan
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Sarapultseva et al, (2013) los cuales manifiestan que los efectos observados de larradiacion
pueden atribuirse a los cambios epigenéticos que se producen en la linea germinal de los padres
expuestos y su posterior manifestacion en la descendencia. Sin embargo, cabe sefialar que los
mecanismos subyacentes a los efectos intrageneracionales siguen siendo poco conocidos y es

un area de oportunidad para la ciencia.

Irradiada

Menor longitud
corporal

&\ Mayor longitud en
— W la espina apical

Fig 13. Imagenes obtenidas mediante un microscopio optico a 4X de neonatos del grupo
control y neonatos irradiados de Daphnia pulicaria. Se muestran cambios en la morfologia

inducidos por radiacion con laser azul.
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Fig 14. Comparaciones morfoldgicas de neonatos de la generacién F1 obtenidos del grupo control de Daphnia pulicaria y de madres expuestas
a la radiacion con laser azul. Las lineas muestran intervalos de confianza del 95% y los puntos son el promedio del grupo. Los asteriscos

representan diferencias estadisticamente significativas entre los grupos, * significa p <0.05 y ** significa p <0.01
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7. Conclusiones

El estudio llevado a cabo mostrd que la irradiacion con laser azul de estado solido (longitud de
onda de 405 nm) por un tiempo de 25 minutos y con una potencia de 40 mW produjo cambios

significativos en la sobrevivencia, reproduccion y morfologia de Daphnia pulicaria.

La dosis suministrada fue letal para el 70% de los individuos irradiados y disminuyo el nimero
total de crias de los individuos sobrevivientes; el grupo control tuvo de 119-145 crias y el grupo
irradiado de 102-115 crias.

La morfologia se vio afectada en los neonatos de la 4% y 5% camada de diferentes madres
irradiadas en donde hubo una disminucion en el tamafio del cuerpo, un incremento significativo
en la espina apical y una tendencia en reducir el tamafio de las anténulas. Estos resultados
sugieren un posible cambio genético ya que el efecto producido por el laser perduré hasta la
cuarta y quinta camada y no se desvanecio a traves de las reproducciones sucesivas producidas

por la descendencia.

Se logro identificar el tipo de curva de sobrevivencia para Daphnia pulicaria. En condiciones
normales el organismo presenta una curva tipo 11 en donde los individuos mueren a una razén
constante de forma natural a todas las edades y el 80% alcanz6 la madurez sexual. Por otro
lado, cuando los organismos se radiaron con el laser de baja energia la curva de sobrevivencia
cambio a una curva tipo Ill. En el experimento se puede observar una alta mortalidad en los
primeros tres dias después de la radiacion, pero posteriormente los sobrevivientes logran

avanzar hasta la edad adulta y alcanzar la reproduccion.

Los resultados expuestos en este trabajo de tesis generan nuevas oportunidades de estudio para
el organismo Daphnia pulicaria, pues proporciona un modelo experimental atil y muy sensible

para el analisis de los efectos a corto y largo plazo a la exposicion de un laser de baja energia.
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9. Anexos

Tabla 2. Fotografias del cuerpo de Daphnia pulicaria adulta radiada después de su

muerte.

Tipo Aumento Descripcion Fotografia

Adulta 4X Longevidad: 42 dias

Radiada Ojo compuesto,
faringe, rostrum

Adulta 4X Anténula, cuerpo

Radiada

Adulta 4X Anténula, cuerpo

Radiada

Adulta 4X Anténula, cuerpo

Radiada

Adulta 4X Anténula, cuerpo

Radiada

Adulta 4X Anténulas,

Radiada postabdomen, espina
apical

Adulta 4X Espina Apical

Radiada

Fabiola Zaldivar Ortiz



Tabla 3. Fotografias del cuerpo de Daphnia pulicaria adulta radiada después de su

muerte.

Tipo Aumento Descripcion Fotografia

Adulta 4X Longevidad: 42 dias

Radiada Ojo compuesto,
boca, faringe,
rostrum.

Adulta 4X Intestino, corazon,

Radiada

Adulta 4X Cuerpo

Radiada

Adulta 4X Cuerpo

Radiada

Adulta 4X Postabdomen, espina

Radiada apical

Adulta 4X Espina Apical

Radiada
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Tabla 4. Fotografias del cuerpo de Daphnia pulicaria adulta control después de su

muerte.
Tipo Aumento Descripcion Fotografia
Adulta 4X Longevidad: 41 dias
Control Ojo compuesto,

faringe, rostrum

Adulta 4X Anténula
Control
Adulta 4X Cuerpo
Control
Adulta 4X Cuerpo
Control
Adulta 4X Postabdomen
Control
Adulta 4X Postabdomen, espina
Control apical
Adulta 4X Espina Apical
Control
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Tabla 5. Fotografias del cuerpo de Daphnia pulicaria adulta control despueés de su

muerte.
Tipo Aumento Descripcion Fotografia
Adulta 4X Longevidad: 34 dias
Control
Adulta 4X Cuerpo
Control
Adulta 4X Postabdomen, espina
Control apical
Adulta 4X Espina Apical
Control
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Tabla 6. Fotografias de neonatos de madre radiada de Daphnia pulicaria.

Tipo Aumento Descripcion Fotografia
Neonato 4X Neonato de la 4® 6
Radiado 5% camada
Neonato 4X Neonato de la 4® 6
Radiado 5% camada
Neonato 4X Neonato de la 4% 6
Radiado 5% camada
Neonato 4X Neonato de la 4% 6
Radiado 5' camada
Neonato 4X Neonato de la 4% 6
Radiado 5% camada
Neonato 4X Neonato de la 4% 6
Radiado 5% camada
Neonato 4X Neonato de la 4® 6
Radiado 5% camada
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Tabla 7. Fotografias de neonatos de madre control de Daphnia pulicaria.

Tipo Aumento Descripcion
Neonato 4X Neonato de la 4® 6
Control 5% camada
Neonato 4X Neonato de la 4® 6
Control 5% camada
Neonato 4X Neonato de la 4% 6
Control 5% camada
Neonato 4X Neonato de la 4% 6
Control 5% camada
Neonato 4X Neonato de la 4% 6
Control 5% camada
Neonato 4X Neonato de la 4® 6
Control 5% camada
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10. Glosario de términos

anténula. Primer par de apéndices sensoriales de los crustaceos decapodos, situado en el centro

de la region frontal.
Branchiopoda. Ver phyllopoda.
camada. Conjunto de animales procedentes del mismo parto.

camara de cria. Espacio entre el torax y el caparazon dorsal de Cladocera en el que termina el

oviducto y se desarrollan los huevos. Esta en contacto directo con el medio exterior.
caparazon. Concha dura de crustaceos.

Cladocera. Orden de la entomostraca. Tienen una concha de bivalvo que cubre el cuerpo, pero
no la cabeza, cuatro a seis pares de patas y dos pares de antenas para nadar. Habitan

mayormente en agua dulce. Ver también Entomostraca.

clon. Grupo de organismos que han surgido de una sola mujer por reproduccion asexual y por

lo tanto son genéticamente idénticos. Un clon a menudo se llama una linea iso-femenina.

crustaceos. artropodos acuaticos caracterizados por la presencia de apendices biramous y dos
conjuntos de antenas. Los ejemplos incluyen cangrejos, langostas, copépodos, percebes,
camarones y pulga de agua.

dafio por radiacion. cambios dafiinos que sufren materiales inanimados y organismos vivos
como resultado de la exposicion a electrones energéticos, neutrones, fragmentos de fisién o
radiacion electromagnética de alta energia. En los materiales inanimados el dafio puede estar
causado por excitaciones electrénicas, ionizacién, transmutacién o desplazamiento de a&tomos.
En organismos vivos, estos mecanismos pueden causar cambios en las células que alteren su

estructura genética, interferir en su division o matarlas.

Daphnia. Género de crustaceos planctonicos del orden Cladocera. Las especies de Daphnia
tienen un caparazén transparente y una cabeza que protruye con un par de antenas muy
ramificadas que le sirven para nadar, y un Gnico ojo medio compuesto. Los cinco pares de
apéndices toracicos forman un eficiente mecanismo de filtrado de los alimentos. La

reproduccion puede tener lugar sin apareamiento, es decir por partenogénesis.
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descendencia. Conjunto de individuos que resultan de la reproduccién sexual o asexual.
dosis. Término general que indica la energia depositada por la radiacion en la materia
fotoperiodo. Parte del dia en que un ser vivo esta expuesto a la luz.

habitat. El lugar de vida de una poblacion, que se caracteriza por sus propiedades fisicas,

quimicas y / o bidticas.

morfologia. Parte de la biologia que trata de la forma de los seres organicos y de las

modificaciones o transformaciones que experimenta.
neonato. Recién nacido.

partenogénesis ciclica. Modo de reproduccion en el que se alternan fases de reproduccion
partenogenética (asexual) y sexual. Varias generaciones asexuales pueden seguir una

generacion sexual. Se encuentra en Cladocera, Rotifera y afidos.

partenogénesis. Desarrollo de un organismo a partir de un huevo no fertilizado. Ver también

partenogénesis ciclica.

phyllopoda. Orden de Entomostraca que incluye un gran niumero de especies, la mayoria de
las cuales viven en agua dulce. Tienen patas planas o de hojas, a menudo muy numerosas, que

usan para nadar. También se Ilama Branchiopoda.

poblacién. Grupo de individuos que se cruzan y sus descendientes. En especies asexuadas, esta
definicion no se puede aplicar; en este caso, una poblacién es un grupo de individuos

fenotipicamente coincidentes que viven en la misma area.
procesos abdominales. Procesos en el abdomen de Daphnia que cierran la cAmara de cria.

radiacion electromagnética. Energia en forma de ondas proveniente de la electricidad y el
magnetismo, que segun la energia que transporta recibe diferentes nombres: luz visible,
ultravioletas, ondas de radio, microondas y otros. La particula cuantica que constituye a estas
ondas se llama foton, y cuando tiene energias muy altas se le da el nombre de rayos X o rayos

gamma.

radiacion ionizante. Fotones o particulas cargadas emitidas por elementos radioactivos o0 en
procesos atdbmicos u otros procesos que poseen energia suficiente como para ionizar &tomos o

moléculas.
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reproduccion asexual. Desarrollo o reproduccion de seres vivos son la fusion de células

sexuales, en la cual los descendientes tienen un solo progenitor.

reproduccion sexual. Produccion de una nueva generacion de seres vivos; procreacion que se
caracteriza por la fusion de las células germinativas masculina y femenina (bisexual); implica

divisién reduccional o meiosis, mediante la formacion de células diploides a células haploides.

zooplancton. Componente animal de pequefios organismos acuaticos que principalmente se
desplazan con movimientos de agua. Incluyen protozoos, pequefios crustaceos y, a principios

del verano, las etapas larvarias de muchos organismos mas grandes.
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