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A1 RESUMEN

El objetivo general del presente trabajo, ha sido evaluar el efecto toxicogendmico
y genotoxico del plaguicida Vinclozolina [Vz] en invertebrados acuaticos. Se ha
demostrado que laVzactiacomo disruptor endocrino con actividad anti-androgénica
en mamiferos. Se han descrito asi mismo sus efectos en la reproduccion de
Organismaos acuaticos [peces e invertebrados), aunque no se conoce el mecanismo
de accion en estos ultimos.

En esta tesis doctoral se ha trabajado con dos especies de invertebrados, un
insecto diptero (Chironomus riparius) y dos de sus fases del ciclo de vida ([embriones
y larvas) v la fase adulta de un molusco de agua dulce (Physa acuta), con el objetivo de
avanzar en el conocimiento sobre el mecanismo de accion de la Vz en invertebrados.

El estudio de los efectos toxicogendmicos de la Vz se llevod a cabo tras tratamientos
agudos mediante el analisis de cambios en la expresion de genes relacionadas con
distintos procesos fisioldgicos: sistema endocrino (EcR, E74, Kr-h1, DIS, Cypi8al, FOXO,
MAPR, INR, MET, ER), respuesta celular de estrés (Hspl6.6, Hspl7, Hsp20.4, Hsp24,
Hsp40, Hsp60, Hsp70, Gp93, Cu/Zn SOD), metabolismo de xenobidticos (Cyp4G,
Cyp2Ul, Cyp3A7 Cyp4F22 GSTt2, GSTol, GstD3, y MRPI-ABC) y mecanismos de
reparacion del ADN (ATM, ATR, CASP3, DECAY, NLK, RAD-1, XRCC-1, XRCC-2 y XRCC-
4). Este ultimo [estudio toxicogendmico sobre mecanismos de reparacion del ADN]
se completd con el ensayo cometa para conocer el dafo en el ADN por rotura de
doble hebra. Finalmente, los efectos de la Vz en la reproduccion se valoraron en
C. riparius mediante la exposicion cronica de larvas hasta la emergencia de la fase
adulta ([mosquitos) en sistemas agua-sedimento.

La Vz no afecta a la supervivencia de larvas de C. riparius ni de adultos de
P acuta. Sin embargo, si afecta al desarrollo de embriones de C. riparius, y de manera
mMas severa cuando la generacion parental es previamente expuesta. Por otro lado,
Nno se observaron efectos en el ensayo de reproduccion de C. riparius salvo una
tendencia no significativa a aumentar la fecundidad a medida que aumenta la
concentracion de Vz.

Los resultados obtenidos para la expresion génica tanto de embriones como
de larvas de C. riparius demostraron un efecto en el sistema endocrino a nivel de
regulacion hormonal alterando la expresion de EcR, E/4, MET, MAPR y FOXO vy, al
mismo tiempo, modificando el metabolismo de la ecdisona como refleja DIS v
Cypl8al. Sin embargo, el Unico receptor hormonal analizado en P. acuta [ER) no
experimentd cambios en su expresion tras la exposicion a Vz.
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Por otro lado, los resultados observados para la respuesta a estrés celular tanto
en embriones como en larvas de C. riparius mostraron una activacion de la Hsp40,
Hsp24y Hsp70. Ademas de la activacion de mecanismos de destoxificacion [Cyp4G).
Nuevamente, P. acuta mostro un comportamiento diferente ya que se observo la
inhibicion de Hsp20.4 y no hubo activacion de ninguno de los genes estudiados
relacionados con los procesos de destoxificacion.

El ensayo cometa demostrd en ambas especies la capacidad de la Vz para inducir
dafo en el ADN, aungue solo se observo una relacion dosis-respuesta significativa
para todos los parametros analizados [porcentaje de ADN en cola, longitud de
la cola, momento cola, momento oliva] en el caso de C. riparius. Por ultimo, la
sobreexpresion de genes involucrados en mecanismos de reparacion del ADN
(ATM y XRCC-1) observada en C. riparius demuestra que este organismo es capaz
de activar dichos mecanismos, mientras que en el caso de P. acuta se observo una
inhibicion para el mismo gen o un analogo (ATM y XRCC-2).

En esta tesis doctoral se han comprobado los efectos genotoxicos de la Vz en
insectos y moluscos acuaticos, relacionandose por primera vez con la actividad
transcripcional de genes involucrados en mecanismos de reparacion del ADN.
Los resultados permiten concluir que la Vz puede alterar genes clave en la ruta de
sefializacion mediada por ecdisona y otras rutas hormonales, sugiriendo asi una
interaccion directa de este contaminante con el sistema endocrino de insectos. Del
mismo modo, se confirma la activacion de dianas de estrés celular y de rutas de
destoxificacion en este grupo de invertebrados. La falta de respuesta observada
en genes de ruta endocring, estrés celular y detoxificacion observada en P. acuta,
ponen de manifiesto la necesidad de continuar explorando otras dianas moleculares
para moluscos en el estudio del mecanismo de accion de disruptores endocrinos.
Finalmente, estos resultados ponen de relieve la necesidad de utilizar distintas dianas
moleculares en varias especies representativas de distintos taxones de invertebrados
en el estudio del mecanismo de accion de disruptores endocrinos.
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A1 RESUMEN

1. Abstract

The general objective of this work was to evaluate the toxicogenomic and
genotoxic effects of the pesticide Vinclozolin (Vz] in aquatic invertebrates. It has
been shown that Vz acts as an endocrine disruptor with anti-androgenic activity in
mammals. Its effect on the reproduction of aquatic organisms (fish and invertebrates)
has also been described, although via an unknown mechanism.

In this doctoral thesis, | worked with two species of invertebrates [embryo
and larva of the dipteran insect Chironomus riparius and the adult phase of the
freshwater mollusk Physa acuta), with the objective of improving our knowledge of
the mechanism of action of Vz in invertebrates.

The toxicogenomic effects of Vz were determined following acute exposure
by analysis of the expression of genes related to different physiological processes:
endocrine system (EcR, E74, Kr-hl, DIS, Cypli8al, FOXO, MAPR , INR, MET, ER); cellular
stress response (Hspl6.6, Hspl/, Hsp20.4, Hsp24, Hsp40, Hspb60, Hsp70, Gp9s3,
Cu/Zn SODJ; xenobiotic metabolism [Cyp4G, Cyp2Ul, Cyp3A7 Cyp4dF22, GSTt2,
GSTol, GstD3, MRPI-ABC); and DNA repair mechanisms [ATM, ATR, CASP3, DECAY,
NLK, RAD-1, XRCC-1, XRCC-2 and XRCC-4). To study the impact of Vz on DNA repair
mechanisms, the comet assay was used to determine the DNA damage induced by
double-strand breakage. Finally, the effects of Vz on reproduction were evaluated in
C. riparius through the chronic exposure of larvae until emergence of the adult phase
in water-sediment systems.

Although Vz did not affect the survival of larvae of C. riparius or adults of P. acuta,
it does affect the development of C. riparius embryos, and more severely when the
parental generation was previously exposed. However, no effect was observed in
the reproduction test of C. riparius except for a non-significant tendency to increase
fecundity as the concentration of Vz increased.

Gene expression results in both embryos and larvae of C. riparius demonstrated
endocrinesystemeffectsatthelevelofhormonalregulation, byalteringtheexpressionof
EcR E74, MET, MAPR, FOXOandatthe sametime modifying the metabolism of ecdysone
as reflected by DIS and Cypli8al. However, the only hormone receptor analyzed in
P acuta (ER) did not experience changes in its expression after exposure to Vz.
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On the other hand, the results observed for the response to cellular stress in both
embryos and larvae of C. riparius showed an activation of Hsp40, Hsp24 and Hsp70,
and additionally the activation of detoxification mechanisms (Cyp4GJ. Again, P. acuta
showed a different behavior, with inhibition of Hsp20.4 and a lack of activation of any
of the genes related to detoxification processes.

Comet assays demonstrated the ability of Vz to induce DNA damage in both test
species, although a significant dose-response relationship for all analyzed parameters
(percentage of DNA in tail, length of tail, tail moment and olive moment] was only
found in the case of C. riparius. Finally, the upregulation of genes involved in DNA
repair mechanisms (ATM and XRCC-1) observed in C. riparius demonstrates that this
organism is capable of activating said mechanisms, while in the case of P. acuta, an
inhibition was observed for the analogous genes ATM and XRCC-2.

In this doctoral thesis, the genotoxic effects of Vz on aquatic insects and mollusks
were verified, for the first time linking them to the transcriptional activity of genes
involved in DNA repair mechanisms. The results allow us to conclude that Vz can
alter key genes in the ecdysone-mediated signaling pathway, suggesting a direct
interaction of this contaminant with the endocrine system of insects. In the same
way, activation of cell stress targets and detoxification pathways in this group of
invertebrates was confirmed that Vz can alter key genes in the ecdysone-mediated
signaling pathway of C. riparius. The lack of change in endocrine pathway genes,
cellular stress and detoxification observed in P. acuta brings to light the need to
continue exploring other molecular targets that may play a role in the mechanism of
action of endocrine disruptors in mollusks. Finally, these results highlight the necessity
of using different molecular targets in various representative species from different
invertebrate taxa during such studies.
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A1 INTRODUCCION

2, Introduccion

2.1. Contaminacion ambiental

En la actualidad, y como consecuencia del gran desarrollo industrial, se ha
incrementado la produccion y el uso de nuevos compuestos quimicos. Su empleo
generalizado hace que durante su fabricacion, procesado y distribucion, o bien
debido a su uso y posterior eliminacion, estos productos acaben siendo liberados al
medio natural. Muchos de estos compuestos son de dificil degradacion, pudiendo
persistir durante décadas en el entorno. Los contaminantes ambientales son aquellos
productos quimicos sintéticos o naturales que se introducen en el medio ambiente
y pueden causar efectos adversos ecologicos y/o sobre la salud humana [Geissen
et al,, 2015). Entre esos contaminantes existe una amplia diversidad de compuestos
sintéticos que abarcan compuestos quimicos industriales, productos fitosanitarios
(herbicidas, insecticidas y fungicidas), incluso farmacos, y compuestos que aparecen
en productos de higiene personal formando o que se conoce como contaminantes
emergentes, ademas de los metabolitos derivados de dichos compuestos
(Murnyak et al., 2011). El medio acuatico v, especialmente, las aguas superficiales
juegan un papel fundamental en el transporte de los contaminantes ambientales,
favoreciendo su aparicion en otras zonas alejadas del punto de vertido, si bien
pueden permanecer en el mismo dependiendo de sus propiedades fisico-quimicas
y de los procesos de degradacion o disipacion. Los contaminantes se integran asi
en los ecosistemas acuaticos, donde pasan a formar parte de un complejo ciclo
en el que estan implicados los compartimentos agua y sedimento, asi como 1os
organismos vivos. El efecto que causan pueden ser directo o bioacumularse a traves
de las cadenas troficas, provocando intoxicacion secundaria en la biota y en ultimo
término sobre el ser humano. Son cada vez mas los estudios que correlacionan
la contaminacion ambiental y determinadas patologias humanas, entre las que
destacan enfermedades neurodegenerativas y respiratorias [Sunyer et al., 2006], y
severas alergias [Edwards and Myers, 2007). Asimismo, existen datos experimentales
y epidemioldgicos que asocian la exposicion continua a sustancias quimicas de uso
cotidiano [plastificantes, productos fitosanitarios, etc.) con alteraciones del sistema
endocrino y del aparato reproductor en el ser humano y en otras especies (Ma et
al., 2019], asi como con la induccioén de algunos tipos de cancer (Siddique et al., 2016;
Yuan et al., 2018).

La ECHA (European Chemicals Agency) ha registrado mas de 54 millones de
productos quimicos industriales y cerca de 43 millones se encuentran disponibles
comercialmente. La evaluacion de riesgo requerida para la comercializacion de
este gran numero de productos quimicos industriales exige el analisis de su posible
efecto toxico mediante el uso de organismos modelo. Los organismos empleados
en los estudios de ecotoxicidad acudtica pertenecen a tres grupos taxonomicos
representativos de la cadenatrofica de los ecosistemas acuaticos: algas, invertebrados
acuaticos v peces (Flood et al., 2018). Entre los distintos pardametros empleados, para
valorar la toxicidad en algas, destacan las pruebas de inhibicion de crecimiento, el
analisis de la mortalidad o la inhibicion de la bioluminiscencia [ISO, 2012; OECD, 2011a].
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2.2. Disruptores endocrinos. El caso de la Vinclozolina

Los disruptores endocrinos (EDC, del inglés Endocrine Disrupting Chemicals)
son sustancias quimicas que se encuentran en el medio ambiente, y que pueden
interferir con el sistema endocrino alterando la sintesis, el metabolismo, la unién al
receptor o la eliminacion de las hormonas que son responsables de la regulacion de
la homeostasis, la reproduccion y el desarrollo en los seres vivos (Barouki, 2017). Los
compuestos catalogados como EDC son un grupo muy heterogéneo de sustancias
gue incluyen compuestos quimicos sintéticos (Figura 1).

Dioxinas

HAP |

Retardantes de llama

FIGURA1. Ejemplos de sustancias consideradas como disruptores endocrinos. Hidrocarburos
aromaticos policiclicos (HAP], bifenilos policlorados (PCB].
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La exposicion a estos compuestos se ha relacionado con una mayor incidencia
en el ser humano de ciertos canceres, sindromes metabolicos y enfermedades
cardiovasculares (Annamalai and Namasivayam, 2015; Bilal and Igbal, 2019; Kabir et al.,
2015). Otros efectos relacionados con la exposicion a EDC en el ser humano son
la reduccion de la calidad del esperma, un adelanto de la edad de la pubertad, la
reduccion de la fecundidad y un mayor aumento de las complicaciones sufridas
durante el embarazo (Birnbaum, 2013; Buttke et al., 2012).

Cuando se comenzaron a describir los efectos de los EDC, el unico mecanismo
de accion que se consideraba era el de unidon a receptores nucleares como los
receptores de estrogenos, androgenos, progesterona, tiroides y de retinoides
entre otros [Figura 2]. Sin embargo, hoy dia se sabe que los EDC actuan a través de
otros tipos de receptores, no nucleares y no esteroideos por medio de distintos
mecanismos. De esta forma, el modo de accion de un EDC puede ser:

e Mimetizando la propia actividad bioldgica de una hormona enddgena,
uniéndose a un receptor celular (efecto agonista).

e Uniéndose a un receptor sin activarlo, impidiendo que lo hagan las
hormonas naturales [efecto antagonista).

e Alterando los niveles de hormonas presentes en el flujo sanguineo,
interfiriendo con las proteinas de transporte.

e Interfiriendo en los procesos metabolicos del organismo, afectando
la sintesis o la degradacion de las hormonas.

e Modificando la actividad transcripcional de los genes relacionados
con hormonas y receptores.

Por lo tanto, y desde una perspectiva fisioldgica un EDC es una sustancia natural
O sintética capaz de producir una alteracion en el sistema endocrino, provocando
cambios hormonales y homeostaticos, que permiten al organismo comunicarse y
responder a su entorno.

Como se ha mencionado, el grupo de moléculas identificadas como EDC es
altamente heterogéneo e incluye sustancias gquimicas sintéticas con usos muy
variados como disolventes, lubricantes industriales vy sus subproductos como
el bifenilo policlorado [PCBJ, los bifenilos polibromados (PBBJ, las dioxinas, los
bisfenoles (bisfenol A; bisfenol S; bisfenol F), los plastificantes (ftalatos), los plaguicidas
(metoxicloro; diclorodifeniltricloroetano, DDT; clorpirifos, vinclozolina) vy los farmacos
(dietilestilbestrol, DES). Se han descrito para los plaguicidas varios mecanismos de
disrupcidonendocrina, comolainterferenciaconlafuncion deenzimasesteroidogénicas
y otras vias que alteran la fosforilacion o degradacion del receptor de androégenos
(AR, del inglés Androgen Receptor], un elemento clave para el desarrollo sexual, y
en la progresion de ciertos canceres dependientes de hormonas. Ademas se ha
observado que las exposiciones a dichos compuestos en el caso del ser humano
es principalmente a través de los productos alimenticios ya que, segun la Autoridad
Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA, 2015), en 2013 el 27.3% de las muestras de
alimentos analizados de la Unidn Europea (UE) mostraban contaminacion con mas de
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un plaguicida. Las exposiciones no se producen de forma aislada, lo que puede llegar
a producir efectos acumulativos sobre el sistema endocrino.

La Vinclozolina (Vz] es un fungicida ampliamente usado con fines agricolas en frutas,
verduras, hortalizas y plantas ornamentales. Se ha detectado en aguas superficiales
en concentraciones de 0.1 a 2.4 pug /L, hasta un maximo de 52 pg/L (El-Shahat
et al, 2003). Tanto la Vz como sus metabolitos, el acido butanoico (M1) y enalidina
(M2], tienen la capacidad de actuar como compuestos antiandrogénicos (Kelce and
Wilson, 1997]. Los compuestos catalogados como antiandrogénicos, ejercen sus
efectos al actuar directamente sobre los receptores de androgenos, lo que reduce
tanto la sintesis como la circulacion de androgenos (Bilal and Igbal, 2019). La union al
receptor es competitiva, blogueando su activacion y/o interfiriendo posteriormente
con la expresion de genes regulados por dicho receptor (Rempel and Schilenk, 2008).
Sin embargo, un reciente estudio sugiere que este puede no ser el Unico modo por
el cual los compuestos antiandrogenicos ejercen sus efectos, pudiendo amplificar
los efectos feminizantes de los compuestos estrogénicos (Lange et al., 2015].

, hormona
Q natural ’

\ disruptor 2 \/
endocrino

respuesta célula

FIGURA 2. Efectos de un disruptor endocrino sobre receptores
hormonales. En la imagen se muestran las respuestas que
puede desencadenar un disruptor endocrino, que puede
ser de aumento del efecto, de disminucion, o bien de
blogueo, impidiendo la union de la hormona y evitando la
respuesta normal. Modificado de European Parliamentary
Research Service Blog (https://epthinktank.eu/).

Debido a las propiedades de la VVz como disruptor endocrino, la Comision Europea
prohibid su uso en cultivos dentro de la UE en el marco de la Directiva 91/414/ CEE en
2007. Sin embargo, sigue en uso en cultivos de canola (Brassica napus) o en vino en
otros paises como Estados Unidos o China (EPA Office of Pesticide Programs, 2000;
US-EPA, 2000).
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Los efectos de la Vz se conocen principalmente en mamiferos. Puede causar
dafnos en la fertilidad y afectar a generaciones futuras, dado que se han descrito
efectos transgeneracionales, mediante alteraciones en el epigenoma [Casati et al.,
2015; Lee et al., 2018; McCarrey et al., 2016; Paoloni-Giacobino, 2014; Skinner and
Anway, 2007; van Ravenzwaay et al., 2013). Asi mismo se puede clasificar como
sustancia quimica del grupo C [US-EPA, 2000], es decir como posible carcinogeno
humano de acuerdo con estudios cronicos y de carcinogenicidad en vertebrados,
donde se ha observado un aumento de células tumorales, relacionadas con la
actividad antiandrogénica del compuesto. El mecanismo de accion de la Vz es de
antagonista del receptor de andrdégenos, produciendo la demasculinizacion en la
descendencia de ratas expuestas a 100 y 200 mg/Kg peso corporal/dia gestacional
hasta el posnatal, observables como alteraciones en el desarrollo/crecimiento
de la prostata vy la alteracion de la expresion de genes que se encuentran
mediados por androgenos en tejidos de adultos (Kelce and Wilson, 1997]. En otros
estudios sobre la descendencia femenina de ratas expuestas a 1 mg/Kg de peso
corporal/dia de Vz se observo que durante el embarazo se producian alteraciones,
que suponian un aumento en la ramificacion epitelial y péerdida de epitelio celular
en el dia postnatal 35 en las glandulas mamarias femeninas (Robitaille et al,
2015). Se han descrito también alteraciones como la disminucion en la distancia
anogenital, efectos sobre glandulas accesorias [disminucion o ausencia), testiculos
no descendidos, etc. (Gray et al., 2001].

2.3. Ensayos ecotoxicoldgicos con invertebrados acuaticos

La ECHA ha clasificado la Vz como toxica para la vida acuatica con efectos a
largo plazo. Sin embargo, la informacion de la que se dispone en invertebrados es
muy limitada en comparacion con los estudios en vertebrados (Matthiessen et al.,
2017). Sus efectos no se han evaluado en insectos y en moluscos, aungue si en otros
invertebrados como los artropodos Hyalella azteca, Acartia tonsa o Porcellio scaber
(Lemosetal.,, 2010a; Watermann et al., 2016; Wu et al., 2014]. Dentro de los invertebrados
se incluye una gran variedad de grupos que tienen importantes funciones ecologicas
y de interés econdmico, entre las que destacan aquellas especies que intervienen
en la transferencia de nutrientes de la cadena trofica, dado que son una fuente de
alimento para muchos vertebrados. Por otro lado, 1os invertebrados son organismos
ubicuos vy presentan gran biodiversidad, lo que les convierten en Ios organismaos
idoneos para realizar pruebas de ecotoxicidad.

El uso de invertebrados acuaticos en Ecotoxicologia ha adquirido una gran
importancia debido a sus cortos ciclos de vida en comparacion con vertebrados.
Esto permite minimizar el tiempo necesario para la obtencion de resultados, ademas
de requerir menor equipamiento, no existen implicaciones bioéticas en su uso
con fines cientificos constituyendo una alternativa a la experimentacion animal con
vertebrados. Las especies utilizadas son Daphnia Magnia [Arthropoda, Branchiopoda]
(OECD, 2012, 2004a) Hyalella azteca (Crustacea, Amphipoda), Physa acuta [Mollusca,
Gatropoda), Chironomus tentans y Chironomus riparius [Insecta, Diptera) (Bandow
and Weltje, 2012; OECD, 2010, 2004b, 2004c]), algunas de ellas empleadas como
organismos de referencia (USEPA, 2000; OECD, 2004).
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Entre los ensayos orientados a la evaluacion toxicoldgica de sustancias quimicas
en medios acuaticos, la familia de los quirondmidos, cuenta con cuatro ensayos
estandarizados [OECD, 2011b, 2010, 2004c, 2004b). En todos ellos se utilizan individuos
alos que se les somete a exposiciones agudas y/o cronicas de compuestos quimicos,
en columna de agua o formando parte del sedimento en el que se desarrollan. Entre
los diversos parametros analizados, se encuentran el porcentaje de huevos que
llegan a eclosionar, la mortalidad/supervivencia de larvas, la duracion del desarrollo,
el peso de las larvas, la reproduccion, o el ratio machos y hembras. No obstante
en el caso de moluscos no hay ensayos estandarizados para Physa acuta, aunque
se pueden aplicar los dos ensayos de la OECD con las especies, Potamorpyrgus
antipodorum, y Lymnaea stagnalis (especie muy parecida a Physa), en las que los
parametros analizados son mortalidad/supervivencia de individuos, duracion del
desarrollo, reproduccion, y/o crecimiento (longitud de la conchal.

En el presente trabajo de investigacion se aborda el estudio de los efectos de la
Vz, empleando como modelos experimentales embriones vy larvas de C. riparius y
adultos de P acuta, mediante la aplicacion de diferentes metodologias moleculares,
bioguimicas y celulares, y fisiologicas entre los que se encuentran el analisis de los
niveles de expresion génica, el analisis de la genotoxicidad (mediante el ensayo
cometa), los ensayos de supervivencia, de reproduccion y de embriotoxicidad.

2.3.1. Chironomus riparius

Los quironomidos (Diptera, Chironomidae) pertenecen a una de las familias de
dipteros mas abundantes en los sistemas acuaticos, siendo también mayoritarios
entre los macroinvertebrados de ecosistemas de agua dulce [Rasmussen, 1985).
Son uno de los elementos clave en la cadena trofica de estos ecosistemas (Berg
and Hellenthal, 1992] al ser un componente importante de la dieta de numerosas
especies de peces y aves acuaticas (Prat and Rieradevall, 1995]. Estos dipteros se
emplean en los estudios de ecotoxicidad acuatica y como indicadores bioldgicos
de la calidad del agua al ser considerados como organismo de referencia (OECD,
2010, 2004b, 2004c). Una de estas especies, C. riparius, se utiliza de forma habitual en
estudios de ecotoxicologia. Es un mosquito cuyas tres primeras fases del ciclo de
vida son acuaticas: embrion, larva con cuatro estadios diferenciados y la pupa.

FIGURA 3. Ciclo de vida de C. riparius. Las imagenes representan distintas etapas del mismo. De
izquierda a derecha: masa de huevos, larva de cuarto estadio, pupa y un mosquito adulto.
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Tras una metamorfosis controlada hormonalmente, que permite un cambio
drastico morfoldgico v fisiologico, se convierten en adultos aéreos (Figura 3). Los
adultos, que son la fase encargada de la reproduccion, emergen de 15 a 17 dias tras
la eclosion vy viven en torno a cuatro dias. Ademas y bajo condiciones de laboratorio,
los machos emergen de 24 a 48 horas antes gue las hembras, fendmeno que es
conocido como protandria.

2.3.2. Physa acuta

Los gasteropodos acuaticos son miembros ubicuos de las comunidades de
agua dulce y juegan un papel muy importante en los ecosistemas acuaticos,
puesto que se consideran buenos indicadores de la salud de dichos ecosistemas.
Representan entre el 20% v el 60% de los macroinvertebrados en los ecosistemas
acuaticos de agua dulce (Habdija et al., 1995]) y se ha demostrado que los
moluscos son sensibles a una amplia gama de contaminantes ambientales,
incluyendo a los EDC. La necesidad de desarrollar protocolos estandarizados
utilizando especies de moluscos se ha puesto de manifiesto por algunos
autores [Bandow and Weltje, 2012; OECD, 2014], por lo que la OECD ha incluido
entre sus bioensayos estandarizados con organismos acuaticos, dos guias con
caracoles de agua dulce: P antipodorum, una especie que se reproduce por
partenogénesis (OECD, 2016a), y L. stagnalis una especie con reproduccion
sexual hermafrodita (OECD, 2016b].

FIGURA 4. Ciclo de vida de P. acuta. Las imagenes representan distintas etapas del mismo.
De izquierda a derecha, embriones, un juvenil, y un adulto.

En este sentido, P. acuta (también conocida como Physella acuta) es una
especie de gasteropodo hermafrodita pulmonado muy parecido a L. stagnalis
distribuida por todo el mundo (Albrecht et al., 2009]). La duracion de su ciclo
de vida en condiciones de laboratorio es de 5 a 6 meses [(Sanchez-Arguello
et al., 2009), considerandose que alcanzan la madurez sexual tras la primera
ovoposicion, a las diez semanas (Figura 4). En la actualidad, no hay ensayos
estandarizados para P. acuta, aunque se pueden emplear los dos ensayos de la
OECD anteriormente citados.
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2.4. Biomarcadores moleculares

Un biomarcador es todo indicador interno ponderable en un organismo. A
nivel molecular hace referencia a cualquier cambio genético, proteico, lipidico
O glucidico que tiene lugar en el organismo vivo. Por ello son una herramienta
fundamental a la hora de valorar la respuesta frente exposicion a un Compuesto
toxico. La modificacion de los patrones de expresion génica puede considerarse
COMO un evento que inicia una respuesta en cascada. Por tanto los biomarcadores
de expresion génica permiten detectar una respuesta temprana en el organismo
tras su exposicion a un contaminante y ayudar a descifrar su mecanismo de accion
(Kim et al., 2015).

2.4.1. Biomarcadores de expresion génica del sistema endocrino

La regulacion hormonal es una caracteristica comun a la mayoria de los animales
pluricelulares. Mientras que las funciones basicas de regulacion endocrina de los
procesos bioldgicos se han conservado, los componentes especificos del sistema
endocrino de diversos grupos han experimentado una divergencia evolutiva
significativa que resulta en diferencias claras entre los taxones. Los invertebrados
exhiben una amplia variedad de sistemas de sefalizacion, siendo Unicos en algunos
€asos, © con hormonas similares a las de vertebrados, al menos parcialmente, como
los moluscos o iguales como 1os equinodermos. A rasgos generales el sistema
endocrino de invertebrados regula los mismos procesos que en vertebrados, como
son el desarrollo, el crecimiento vy la reproduccion, aunque cabe destacar estadios
como la pupa, o0 eventos como la metamorfosis de maxima relevancia y variedad
en invertebrados.

Uno de los sistemas hormonales mejor caracterizados en invertebrados es el de
insectos, debido al interés econdmico y ecoldgico que suscita este grupo.

Comosehacomentado,lashormonasy elsistemaendocrinodeinvertebrados
no son completamente analogos a los de vertebrados. Si comparamos ambos
sistemas endocrinos, el sistema hormonal de invertebrados presenta mucha
mas diversidad en funcion del grupo que se trate [Taenzler et al., 2007). En los
insectos las hormonas juegan un papel importante a 1o largo de todo el ciclo
de vida de los insectos (Tassou and Schulz, 2009]. Los insectos holometabolos
(entre los que se encuentran los dipteros], son aquellos que experimentan
crecimiento y metamorfosis completa desde el huevo hasta el estado adulto
y SuU regulacion hormonal se coordina principalmente por la hormona juvenil
(HJ) v hormonas de tipo ecdisoesteroides (Bender et al., 1997]. Estos insectos
atraviesan diferentes estados larvarios [estadios]) hasta que alcanzan el estado
de pupa o metamorfosis, momento en el que se producen importantes
cambios a nivel fisiologico y morfoldgico, que culminan con la madurez sexual
del individuo adulto. Cada transicion entre estadios va precedida por picos
de liberacion de una hormona denominada ecdisona. Asimismo, que la larva
mude o sufra metamorfosis viene determinado por el tiempo durante el cual
se libera ecdisona y por la ausencia o presencia de la HJ (Berger et al., 1992;
Riddiford, 1978]).
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FIGURA 5. Esquema general de la produccion de hormonas v su papel en el desarrollo de
insectos. Imagenes modificadas de Cranston (2012]) y Cooper et al. (2009).

La muda y la metamorfosis de los insectos implican una transformacion radical
que requiere de una extensa variedad de cambios en el patron de expresion
genica. Estos cambios resumidos en la Figura 5, son coordinados y sincronizados
mediante hormonas ecdisoesteroideas como la ecdisona. De manera resumida,
bajo determinados estimulos [fotoperiodo, temperatura, estado nutricional, etc.] Ias
células neurosecretoras presentes en los ganglios cerebrales, aumentan la sintesis
de hormona protoracicotropica (HPTT). La HPTT se transporta a traves de los axones
de estas células hasta el par de glandulas endocrinas que conforman el corpus
cardiacum, desde donde se libera a la hemolinfa. Un segundo par de glandulas, 1as
denominadas corpus allatum, se encargan de la secrecion de la HJ gue inhibe la
metamorfosis hasta que el desarrollo larvario se completa, alcanzando su maxima
concentracion durante el inicio de la vida larvaria y descendiendo a niveles minimos
al final del estado de pupa, en la gue se produce la metamorfosis al estado adulto
cuando esta hormona desaparece de la circulacion. Muchos de los efectos de la
HJ dependen de su receptor intracelular MET (del inglés methoprene tolerant] que
actua como regulador transcripcional uniéndose a los promotores de los genes
diana de la HJ cuanto esta se encuentra presente [Ojani et al.,, 2016]; es decir, actla
como receptor de dicha hormona [Charles et al., 2011). Una vez en la hemolinfa, la
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HPTT alcanza las glandulas protoracicas vy activa la sintesis de la hormona de la muda
(HM] o ecdisona a partir de moléculas de colesterol. La ecdisona se libera de forma
inactiva y requiere que se active en los tejidos periféricos en su metabolito activo
20-hidroxiecdisona (20 EJ, que es la que se une a su receptor nuclear especifico
(ECR, del inglés Ecdysone Receptor], formando un heterodimero al unirse a la
proteina ultraespiraculo (USP, del inglés Ultraspiracle). Esto da lugar al receptor
funcional que desencadena los procesos de muda (cuando simultaneamente se
dan altos niveles de HJ, que se une especificamente al USP] o metamorfosis [con
bajos niveles de HJJ.

Ecdisona

!

20-hidroxiecdisona (20E)

|

EcR / USP

l

E75 || Broad || E74 || E93 Genes de
respuesta temprana

HR3 || HR4 || HR38 || Kr-hl || BFTZ-FI Genesde
respuesta tardia

Vtg Dronc Genes efectores

FIGURA 6. Ruta hormonal de la ecdisona. La union de la ecdisona al heterodimero EcR/USP
constituye el inicio de la cascada de transcripcion. Se muestran en cajas los principales
genes involucrados en la ruta de la ecdisona.

A nivel celular, como se muestra en la Figura 6, el mecanismo de respuesta a la
ecdisona implica un proceso en cascada en el que el EcR, una vez activado por la
hormona, actla como un factor de transcripcion uniendose al promotor de los genes
que codifican para proteinas que actlan como factores de transcripcion temprana.
Estos a su vez, interaccionan con los promotores de otros genes activando la cascada
de cambios en la expresion de genes de respuesta tardia y desencadenando, a su
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vez, cambios en la expresion de genes efectores. Estos ultimos son los responsables
de las transformaciones a nivel morfologico, fisioldgico y de comportamiento
producidos durante el desarrollo de los insectos [Yamanaka et al., 2013).

El descubrimiento de los fendmenos de imposex e intersex en moluscos
(Lima et al., 2011; Stange et al., 2012] demuestra la excepcional respuesta a EDC
de este grupo taxondmico. Sin embargo, existen importantes lagunas sobre su
sistema endocrino.

En vertebrados, los estrogenos se regulan a traves de receptores nucleares,
como es el caso de los receptores de estrogenos (ER, del inglés Estrogen Receptors)
y otros receptores denominados receptores huérfanos, dado que no se conoce
su ligando. Los ER, descritos son un grupo de proteinas que unen compuestos
esteroideos que pertenecen a la familia de receptores nucleares. Su importancia
radica en el papel gue tienen en el ciclo reproductivo, funcionando como
receptores de la principal hormona sexual femenina, uniéndose a estrogenos y
actuando como factores de transcripcion vy, por tanto, interactuando con elementos
especificos de diferentes genes que inducen diversos efectos. Los distintos tipos
de ER, se encuentran en tejidos reproductivos y no reproductivos y se sabe que
estan involucrados en procesos relacionados con el desarrollo v la reproduccion. En
peces se han encontrado tres subtipos de ER (R, al y a2] [Kajiwara et al.,, 2006), que
se expresan en gonadas masculinas, femeninas y en cerebro, lo que los relacionaria
con la regulacion de la reproduccion y el comportamiento. Recientemente se han
descrito ortdlogos de estos ER en moluscos como Aplysia californica [Thornton et al,
2003), o Thais clavigera (Kajiwara et al., 2006). Sin embargo, hoy en dia se desconoce
si dichos receptores de estrdogenos pueden estar relacionados con la regulacion de
la reproduccion.

Asi mismo, junto con los ER, los receptores relacionados con estréogenos (ERR, del
inglés Estrogen Related Receptors) forman una superfamilia de receptores, aungue
el ligando de ERR es desconocido. Ambos receptores se han encontrado en diversas
especies del reino animal, aunque su presencia de manera simultanea solo se ha
descrito en dos especies de gasteropodos (Giguere, 2002). Los sistemas hormonales
de moluscos parecen ser Unicos entre |as especies de invertebrados, pudiendo llegar
a ser en cierta medida parecidos a los de los vertebrados [Thornton et al., 2003],
especialmente con respecto a las hormonas esteroides. En el presente trabajo se
ha estudiado el ER, dado que es el principal receptor hormonal descrito vy analizado
en otras especies de caracoles, como T. clavigera , Nucella lapillus, Potamopyrgus
antipodarum vy Bithynia tentaculata (Castro et al., 2007; Hultin et al., 2014; Kajiwara et
al., 2006; Stange et al., 2012). Ademas de jugar un papel crucial en la reproduccion
y el desarrollo, es el principal mediador de la alteracion endocrina causada por
contaminantes xenobidticos con capacidad de imitar o bloguear la propia accion
del estrogeno.

Por otro lado, la Hsp90 participa en numerosos procesos celulares entre los
que se incluyen el correcto plegamiento de proteinas, el transporte intracelular,
la degradacion de proteinas, asi como la facilitacion de la sefalizacion celular,
aungue también se ha descrito su relacion con receptores de esteroides (Pratt
and Toft, 1997]. Ademas, se ha relacionado la Hsp90 con la maduracion de
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receptores nucleares y el funcionamiento adecuado de receptores esteroides,
incluidos los responsables de la union de la aldosterona, androgenos, estrogenos
y progesterona (Sanchez, 2011). Por ello, resulta de gran interés su analisis a la hora
de poder correlacionar procesos como el plegamiento de proteinas vy la union a
receptores esteroideos.

2.4.2. Biomarcadores de expresion génica de proteinas de choque/estrés celular,
destoxicacion y daio en el ADN

La respuesta de chogue o de estrés celular, implica la induccion de un conjunto
de proteinas conocidas como proteinas de estrés o proteinas de chogue térmico
(HSP, del inglés Heat Shock Proteins). Se activan para contrarrestar posibles
danos fisioldgicos producidos por agentes fisicos, quimicos o frente a cambios
ambientales [Lindquist and Craig, 1988]. Se pueden agrupar las HSP de acuerdo
a su homologia de secuencia y de su peso molecular en cinco grandes familias:
Hsp100, Hsp90, Hsp70, Hspb0 y HSP de bajo peso molecular. A nivel celular las
HSP estan involucradas en el correcto mantenimiento de la homeostasis a nivel
proteico, y en la proteccion celular frente a una respuesta de emergencia. Son
numMerosos los estudios que han demostrado gue no solo estimulos como los
cambios de temperatura son capaces de desencadenar dicha respuesta, sino
que existen otros estimulos como la exposicion a contaminantes, gue pueden
inducir una respuesta en los niveles de dichas HSP, por ello, son llamadas también
“‘proteinas de estrés” y consideradas biomarcadores de exposicion a toxicos
(Bednarek et al., 2016; Elyse Ireland et al., 2004].

Entre las de mayor peso molecular destaca la familia de las Hsp70, una de las mas
conservadas a nivel evolutivo vy que ha recibido mas atencion. Esta familia incluye
diversos miembros gue actlan como chaperonas interactuando con diversos
tipos de proteinas para ayudar en su proceso de plegamiento (Ghazaei, 2017). Los
miembros de esta familia se inducen bajo una amplia variedad de condiciones
de estrés vy evitan la formacion de configuraciones de proteinas incorrectas que
podrian generar moléculas dafiadas (Mayer and Bukau, 2005].

Por otro lado, la Hsp90 participa en muchos procesos celulares mas alld del
plegamiento de proteinas, entre los que se encuentran la reparacion del ADN, el
desarrolloy la respuesta inmune [Pennisi et al,, 2015). A diferencia de otras chaperonas,
la Hsp90 no se requiere para el plegamiento de proteinas de novo, sino que facilita la
maduracion final de proteinas especificas. Por ello, la Hsp90 juega un papel clave en la
ordenacion espacial y temporal de las interacciones de las proteinas, garantizando el
correcto ensamblaje de proteinas [Pennisi et al., 2015). Por otro lado el gen GP93 [del
inglés glycoprotein 93), codifica para la glicoproteina 93, una proteina relacionada
con la Hsp90 (Maynard et al., 2010] ortdlogo de la glicoproteina 93, una proteina
esencial para el desarrollo temprano en mamiferos (Chen et al., 2014] y que participa
en el plegamiento de la integrina y los receptores similares a TOLL que constituyen
una familia de proteinas que forman parte del sistema inmunitario y receptores
similares a estrogenos [ER] (Morales et al., 2009).
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Las HSP de bajo peso molecular tienen un peso molecular comprendido entre
10 y 30 KDa v, a diferencia de otras HSP, poseen mayor diversidad de secuencia.
Estan implicadas en procesos bioldgicos como el crecimiento celular, apoptosis,
diferenciacion celular, diapausa o la fluidez de la membrana plasmatica entre otros
(Arrigo, 1998; Gkouvitsas et al., 2008; Hao et al.,, 2007; Morrow et al., 2004; Tsvetkova
et al,, 2002].

Cuando un xenobidtico entra en el organismo, se desencadenan una serie de
reacciones a nivel celular para favorecer su metabolizacion y o eliminacion y prevenir
sus posibles efectos toxicos. Este proceso persigue obtener sustancias hidrosolubles
que sean faciimente excretables. Se distinguen tres fases bien diferenciadas:
Fase |, Fase Il y Fase lll. En la Fase |, se producen reacciones quimicas de distinta
naturaleza (reacciones de oxidacion, reduccion e hidrolisis] cuyo resultado es
la modificacion a nivel molecular del xenobidtico, dando lugar a la aparicion de
nuevos grupos funcionales. Dentro de las enzimas que actlan en esta fase, destacan
los citocromos P450 (CYP], que catalizan una amplia variedad de reacciones
enzimaticas, principalmente debido a la gran diversidad genética de CYP. Ademas
tienen una baja especificidad por el sustrato, lo que permite metabolizar gran
cantidad de productos xenobidticos diferentes (Schuetz, 2001). Si los metabolitos
resultantes son lo suficientemente polares, pueden ser faciimente excretados.
Sin embargo, los productos del metabolismo de otros compuestos xenobioticos
gue no pueden eliminarse en esta primera fase, pasan a la Fase Il [Figura 7). En
este caso el principal objetivo es la conjugacion con moléculas como el glutation
0 el acido glucuronico, lo que aumenta la solubilidad del producto y por tanto
favorece su excrecion. Las enzimas glutation S-transferasas (GST) son responsables
de la conjugacion del glutation y también participan en la reduccion del estrés
oxidativo causado por los radicales libres de oxigeno (Jancova et al., 2010). Las GST
citosolicas se clasifican en seis clases: Delta, Epsilon, Omega, Sigma, Theta y Zeta,
siendo las dos primeras especificas de insectos (Ding et al., 2003). Finalmente, la Fase
Il involucra transportadores de flujo de salida como los transportadores ABC (de
ATP-binding cassette] (Dermauw and Van Leeuwen, 2014] que bombean los
compuestos modificados fuera de las células.

Citocromo P450 Glutation S-transferasa
Hidrolasa METABOLITO Sulfotransferasa METABOLITO
XENOBIOTICO | Reductasa I PRIMARIO 1 Metiltransferasa 1 SECUNDARIO
Flavin-monooxigenasa Acetiltransferasa

Peroxidasa UDP-glucuronosiltransferasa

FIGURA 7. Principales etapas del sistema de destoxificacion celular.

La estabilidad del genoma resulta crucial tanto para mantener la homeostasis
celular como para garantizar la continuidad genetica durante la proliferacion celular
y la reproduccion de los organismos multicelulares. Las rutas principales de respuesta
a estrés que se activan para mantener la homeostasis son relativamente limitadas.
Entre estas rutas se incluye la respuesta de dano al ADN. El ADN tiene una estructura
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dinamica sujeta a cambios constantes, que pueden llegar a originar alteraciones
(mutaciones), modificando asi la informacion genética de los organismos. Dichos
cambios pueden surgir de forma espontanea debidos a procesos basicos del
metabolismo celular, a errores en la replicacion o recombinacion, o pueden ser
inducidos por agentes exdgenos de tipo fisico, quimico o bioldgico. Hay compuestos
que tienen actividad genotoxica al afectar al ADN, bien directa o indirectamente.
La produccion de radicales libres, por ejemplo, tiene como efectos secundarios
la peroxidacion lipidica y el dafio al ADN. Una de las reacciones de la célula a
estos efectos es la activacion de los mecanismos de reparacion del ADN. Por ello
resulta crucial la capacidad que tienen las células para reparar el dano producido.
Durante los Ultimos anos, se ha incrementado el conocimiento de los mecanismos
de reparacion en diferentes organismos, poniendose de manifiesto su elevada
conservacion en la escala evolutiva. En este sentido, los organismos han desarrollado
diversos sistemas para responder al dafo ocasionado en el ADN, que abarca desde
la reversion directa del dafio mediada por fotoliasas y alquiltranferasas, escision
de bases o nucledtidos, reparacion de apareamientos erroneos o reparacion de
roturas de doble cadena.

Ademas de los procesos de reparacion anteriormente mencionados, también se
han identificado multitud de genes implicados en la respuesta al dano al ADN, por
ello el estudio del efecto que un compuesto tiene en la alteracion de la expresion
génica de genes directamente relacionados con la sefalizacion del dafo al ADN
ayuda a caracterizar la via en la que preferentemente actla, representando una
herramienta Util a la hora de determinar su posible mecanismo de accion. En el
presente trabajo se ha analizado la actividad transcripcional de diversos genes,
relacionados con los procesos de deteccion y reparacion de roturas de cadena
simple o de doble cadena en el ADN involucrados en el proceso de reparacion del
ADN 0 en caso de no reparacion de genes que activan la apoptosis. El gen ATM
(del inglés ataxia-telangiectasia mutated] codifica la proteina ATM, una quinasa de
serina/treonina implicada en la regulacion de los procesos de control de la division
celular y en la reparacion de dafios sufridos frente a roturas de doble cadena en
el ADN (Guleria and Chandna, 2016; IJIMA et al., 2008). Por su parte, el gen ATR
(ataxia telangiectasia and Rad3-related protein) también pertenece a la familia de
proteinas quinasas relacionadas con la fosfatidilinositol 3-quinasa, pero interviene
en la respuesta a roturas de una sola hebra. Los procesos de dano al ADN se
relacionan con la apoptosis ya que, si la célula no es capaz de reparar el ADN,
puede activar la apoptosis para evitar mayores implicaciones en el organismo. Por
esta razon es de intereés el analisis de genes que sefnalicen procesos apoptoticos
como es el caso de DECAY (death exectioner caspase related to Apopain/Yamal)
(Dorstyn et al.,, 1999]. Otro gen relacionado con la apoptosis es NLK [Nemo Like
Kinase). Este gen codifica para una proteina quinasa, implicada en el desarrollo,
proliferacion y regulacion de la apoptosis [requerido para la activacion de p53 en
respuesta al dafio del ADN]. O el caso de la CASP3 (del inglés, cysteine-aspartic
acid protease], que pertenece al grupo de las caspasas efectoras O ejecutoras
(Rupinder et al,, 2007). En concreto, guarda relacion con la fragmentacion del ADN,
la degradacion del citoesqueleto y la formacion de cuerpos apoptoticos [Taylor
et al.,, 2008). La proteina Rad-1, por su parte, codifica para un gen que detiene la
progresion celular en respuesta al dano monocatenario del ADN. XPA-1 [ Xeroderma
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Pigmentosum Al), codifica para una proteina con dedo de zinc que es parte
del complejo de reparacion por escision de nucledtidos del ADN dafiado por
carcinbgenos y agentes fisicos como la radiacion ultravioleta. Por ultimo los genes
XRCC-1, XRCC-2y XRCC-4 [del inglés X-Ray Repair Cross Complementing 1, 2y 4] se
encuentran involucrados en la reparacion de roturas de una hebra (XRCC-1)y hebra
doble (XRCC-2y XRCC-4) del ADN mediante recombinacion homologa (Brem and
Hall, 2005; London, 2015; Tambini et al., 2010].

2.4.3. Biomarcadores génicos polisomales

El proceso que conduce a la expresion génica, se produce a traves de varios
mecanismos reguladores para cada fase, desde la transcripcion, traduccion y
posteriores modificaciones postraduccionales. La sintesis de proteinas esta mediada
por el ribosoma, que es un gran complejo ribonucleoproteico, compuesto por
cuatro ARN ribosomicosy 79 proteinas ribosomicas (RP). Los ribosomas se estructuran
en dos subunidades, denominadas subunidad ribosomal grande (60S] v pequefia
(40S] (King and Gerber, 2014] (Figura 8). Hasta la fecha, son numerosos los estudios
transcripcionales para comprender la expresion génica. Sin embargo, existe una
descompensacion entre los niveles hayados de ARNm vy de proteinas, lo que sugiere
que los pasos de traduccion y postraduccion también son una parte importante
de la regulacion [Maier et al., 2009]. Durante la Ultima década, ha habido un interés
creciente en el papel que tiene la regulacion de la traduccion en la expresion genica
de muchos organismos. En este sentido, el perfil polisomal, nos aproxima al estado
de la traduccion, es decir, el subconjunto de ARNm traducido activamente en una
celula. Distintos estudios, correlacionan la eficiencia de traduccion en respuesta a
diversos estimulos, como la temperatura (Matsuura et al., 2010), la deshidratacion
(Kawaguchi et al,, 2004), la exposicion a pesticidas o las condiciones de estrés
ambiental (Bernabo et al., 2015; Lencioni et al., 2016).

40S 60S 80S polisomas
Fr.4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
D 60+
£ 401
BN 20—:
< 9
10% Sedimentacion 40%

FIGURA 8. Perfil polisomal obtenido en un gradiente de sacarosa
de 10-40% leido a 254 nm de absorcion UV.
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La regulacion de la sintesis de proteinas (traduccion] resulta clave para el
correcto funcionamiento celular, dado que consume mas del 50% de la energia
celular. No obstante el estudio a nivel traduccional de la expresion génica es un
terreno practicamente desconocido en invertebrados, centrandose la mayoria de
los estudios en el nivel transcripcional, dada la falta de técnicas confiables para
la descripcion a nivel proteico. De hecho, los andlisis de Western Blot a menudo
conllevan a resultados poco fiables, debido a la falta de anticuerpos especificos.
En este sentido la purificacion e identificacion de los ARNm asociados a ribosomas
O polisomas, representan un enfoque alternativo para el estudio de proteinas
traducidas, dado que nos permiten medir la asociacion de los ribosomas con
los ARNm traducidos activamente, 1o que permite un estudio mas detallado de la
expresion génica.

El principal objetivo de la extraccion polisomal es estudiar y cuantificar la
traduccion de ARNm especifico. El principio de la técnica es capturar la traduccion
del ARNm mediante la “congelacion” de la traduccion activa de los ribosomas en
diferentes transcripciones y separar 1os polirribosomas resultantes mediante una
ultracentrifugacion en un gradiente de sacarosa, permitiendo asi una distincion
entre transcripciones (unidas por varios ribosomas) y mal traducidas (unidas por
uno o dos ribosomas] [Bernabo et al., 2017, 2015). Por lo tanto, la técnica nos permite
estudiar la traduccion frente a condiciones de estrés que afecten a la sintesis de
proteinas. Una vez extraidos los polirribosomas el analisis se puede realizar por
medio de PCR en Tiempo Real, de manera similar a como se analizan los cambios
en los niveles de transcripcion.

2.5. Valoracion del daino en el ADN. Ensayo cometa

La evaluacion de la genotoxicidad, es un requisito indispensable en la
caracterizacion toxicoldgica de una sustancia quimica. Desde hace varias
décadas, el ensayo cometa o electroforesis alcalina de células individuales, se
ha convertido en un método establecido para el estudio del dafo al ADN, con
multiples aplicaciones en ensayos de genotoxicidad, estudios de biomonitoreo,
epidemiologia molecular y ecotoxicologia; asi como una herramienta fundamental
para investigaciones sobre dafo y reparacion del ADN [Megller, 2018). Se trata
de un ensayo simple, versatil rapido y economico, basado en la visualizacion
microscopica del ADN tras embeber las células en agarosa, lisarlas y someterlas a
una electroforesis alcalina. Esta metodologia basica ha sido mejorada, permitiendo
detectar con alta sensibilidad una gran variedad de danos del ADN en cualquier tipo
de células, tanto de forma cualitativa como cuantitativa en cualquier tipo de célula
eucariota. Las células con un incremento en su ADN dafado presentan una mayor
migracion del ADN o bien, una mayor intensidad de fluorescencia con respecto a
las celulas normales. La evaluacion del dafio al ADN mediante en ensayo cometa, se
puede medir empleando diferentes parametros. El porcentaje de ADN en cola es el
pardmetro mas utilizado en estudios de genotoxicidad dado que muestra el dafo
total producido por el compuesto (ver Figura 9] (Lee and Steinert, 2003).
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FIGURA 9. Imagen de una célula procesada con el programa Comet Score™,
donde se diferencian la cabeza y la cola del cometa.

El ensayo cometa realizado bajo condiciones alcalinas nos permite la deteccion
de sitios de rotura tanto de hebra sencilla como doble, sitios de reparacion del
ADN por escision, etc. Ademas presenta una serie de ventajas sobre otros metodos
de evaluacion de dafno al ADN entre las que se incluyen: la medicion del dano
en células individuales, el pequeno numero de células necesario para llevar a
cabo el ensayo (alrededor de 10000 células), o el poder realizarse para cualquier
tipo de célula [Collins et al., 1996). El ensayo cometa se ha empleado en una gran
variedad de organismos acuaticos para el estudio de diferentes compuestos
genotoxicos (Lee and Steinert, 2003). Los estudios de genotoxicidad en larvas de
C. riparius son numerosos, habiendose descrito dano en el ADN producido por
varios xenobioticos, entre los que se encuentran el Oxido de tributilo de estafo,
metales pesados, octacloro estireno y nanoparticulas de plata, ademas de factores
fisicos como la irradiacion vy la desecacion [Al-Shami et al., 2012; Gusev et al., 2010;
Lee and Steinert, 2003; Morales et al.,, 2013; Nair et al., 2013). Aungue los estudios
de genotoxicidad con P. acuta no son tan numerosos como con C. riparius, si
existen estudios previos de genotoxicidad con esta especie tras exposicion a Vz
(Sanchez-Arguello et al., 2016, 2012).
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3. Objetivos

El objetivo general de esta tesis doctoral es profundizar en el conocimiento de
los mecanismos de accion de la Vinclozolina en organismos acuaticos. Los estudios
realizados se han centrado en efectos a nivel molecular vy celular, analizando su
genotoxicidad y las alteraciones en la expresion en distintos genes, si bien estos se
han complementado con estudios a otros niveles de organizacion bioldgica.

Se han seleccionado dos organismos modelo: Chironomus riparius 'y Physa acuta.
Elinsecto acuatico C. riparius es ampliamente utilizado en Ecotoxicologia, para el que
existen guias metodologicas estandarizadas, y ha sido objeto a su vez de numerosos
estudios con biomarcadores. P. acuta es un gasteropodo acuatico menos utilizado
en estudios ecotoxicologicos y del que se dispone de escasa informacion sobre su
idoneidad como especie centinela mediante el empleo de biomarcadores.

Los objetivos especificos que se pretender alcanzar son:

1. Determinar la actividad de la Vinclozolina como disruptor
endocrino en invertebrados, analizando la expresion génica
de genes directamente implicados en rutas hormonales de
ambas especies.

2. Evaluar las alteraciones inducidas por la Vinclozolina en la
actividad transcripcional de genes relacionados con la
respuesta a estrés celular y la capacidad destoxificadora en
ambas especies.

3. Analizar la genotoxicidad de la Vinclozolina mediante el
ensayo cometay relacionarla con la alteracion transcripcional
de genes involucrados en mecanismos de reparacion del
ADN en ambas especies.

4. Estudiar comparativamente los efectos que produce la
Vinclozolina en el desarrollo de C. riparius mediante el
empleo de ensayos ecotoxicoldgicos con distintas fases de
su ciclo de vida.
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4, MATERIAL Y METODOS

4.1. Especies de ensayo

4.1.1. Chironomus riparius

C. riparius es un diptero que desarrolla las tres primeras etapas de su ciclo de
vida bajo condiciones acuaticas, principalmente asociadas a sedimento: huevo, larva
(con tres mudas] v pupa. Tras una metamorfosis controlada hormonalmente, que
permite un cambio drastico morfoldgico v fisiologico, los individuos se convierten
en adultos ([mosquitos). Los quirondmidos empleados en este trabajo proceden de
cultivos establecidos, mantenidos durante numerosas generaciones en laboratorio
de acuerdo con protocolos estandar para ensayos de toxicidad [OECD, 2011
USEPA, 2000a). Estos cultivos se mantienen bajo condiciones de temperatura
controlada de 20«1 ©C, aireacion constante y un fotoperiodo de 16:8 horas de
luz:oscuridad, pudiendo asi estandarizarse los tiempos de crecimiento y desarrollo. En
estas condiciones, el ciclo de vida de este invertebrado es de 22 a 25 dias. Las masas
de huevos se disponen en cubetas individuales. Una vez que las larvas emergen
de ellas, crecen en el mismo medio de cultivo [ver apartado 4.3], alimentandose
dos veces por semana con 0.5 mg/larva de comida comercial de peces TetraMin®
(Tetra, Alemania) y 0.2 gramos/cubeta de hojas secas molidas de ortiga. Ademas, se
anade papel de celulosa para simular el sedimento, permitiendo asi la construccion
de los tubos donde transcurren las distintas etapas larvarias. Tras pasar por los cuatro
estadios larvarios, los individuos se transforman en pupas y posteriormente en adultos.
Estos buscan aparearse al cabo de pocas horas, dado que no se alimentan y tan solo
sobreviven de tres a cinco dias. Los mosquitos son recolectados regularmente de las
distintas cubetas, poniéndose en comun tanto machos como hembras para permitir
los cruzamientos v la puesta de huevos.

4.1.2. Physa acuta

P acuta es un gasteropodo hermafrodita de agua dulce, que se reproduce
preferentemente por fecundacion cruzada. Los gasteropodos de este trabajo
proceden de cultivos establecidos del Laboratorio de Ecotoxicologia del Instituto
Nacional de Investigacion y Tecnologia Agraria y Alimentaria (INIA]. Su mantenimiento
se lleva a cabo en una camara con temperatura controlada de 19«1 ©C, aireacion
constante y un fotoperiodo de 16:8 horas de luz:oscuridad. Aungue no existen
guias de ensayo estandarizadas para esta especie, si las hay para otras especies
de gasteropodos similares, como Lymnaea stagnalis, que comparte muchas
caracteristicas evolutivas con P acuta [OECD, 2016c¢, 2016b]. El ciclo de vida de este
invertebrado dura de 3 a4 meses en condiciones de laboratorio, si bien sulongevidad
en laboratorio puede alcanzar el afo. El cultivo se inicia con la recuperacion de las
masas de huevos y su subsiguiente cultivo en vasos de precipitado con aireacion.
Tras la eclosion, los juveniles se alimentan ad libitum con comida en polvo para
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peces Sera Micron® (Sera, Alemania), la cual se va sustituyendo progresivamente
por comida para adultos [TetraDiscus®), hasta alcanzar 1.2 mg/caracol. Una vez que
estos han alcanzado el tamafio de adultos, son trasladados a vasos de dos litros que
contienen medio de cultivo (ver apartado 4.3), permitiendo la puesta de huevos.

4.2. Vinclozolina

La Vinclozolina [(Vz] [3-(3,5-diclorofenil]-5-etenil-5-metil-2,4-oxazolidinadiona]
es un plaguicida usado con fines agricolas en cultivos de frutas, verduras y plantas
ornamentales. Puede alcanzar las aguas superficiales tras su aplicacion mediante
pulverizacion. La concentracion maxima ambiental estimada es de 52 pg/L
(Gazo et al,, 2013, habiéndose detectado 0.5 ug/L en el caso de aguas superficiales
(Ducrotetal,, 2010]. Las principales caracteristicas fisicoquimicas se muestran resumidas
en la Tabla 1. En la actualidad, la Vz es uno de los 66 compuestos incluidos en el
Anexo 15 del informe de la Direccion General de Medio Ambiente de la Comision
Europea para el establecimiento de una lista de sustancias prioritarias para una
evaluacion adicional de su papel en la alteracion endocrina (EC, 2000]). Segun este
informe, la Vz cuenta con claras evidencias cientificas de ser una sustancia disruptora
endocring, junto con la sospecha de ser una sustancia cancerigena, suscitanto una
alta preocupacion debido a su elevado volumen de produccion a nivel mundial. La
sustancia se ha descrito como tdxica con efectos duraderos para la vida acuatica y
se sospecha que puede causar cancer y reacciones alérgicas en la piel. Debido a
Su capacidad antiandrogénica, tanto en mamiferos como en peces, se encuentra
recogida ademas por la Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos (EPA]
en la lista de contaminantes candidatos para su evaluacion por sus niveles en aguas
potables [USEPA, 2016). En este sentido, a causa de su amplio uso, resulta crucial
evaluar los efectos toxicos que puede causar en aguas superficiales [Yang et al., 2011).

Vinclozolina

Nombre INCI 3-(3,5-dichlorophenyl]-5-methyl-5-vinyloxazolidine 2,4-dione
Vinchlozoline, Vinclozalin,

Sinénimos Vinclozoline, Ronilan (R}, Vorlan cl 0
Abreviatura Vz CHa
Férmula molecular C,H,CLNO, )\'/\
, N CHa
Numero CAS 50471-44-8 o)
Peso molecular 286.11 >//
Pureza del producto comercial = 99% Cl @)
Densidad 151 g/cm?
Solubilidad en agua 34 mg/L
Log Kow 3.0

TABLA 1. Principales caracteristicas fisico-quimicas de la Vinclozolina.
Fuentes: Sigma-Aldrich y Valsamaki et al. (2007).
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4.3. Reactivos

Salvo gque se especifique lo contrario, todos los productos guimicos empleados
son de PANREAC, Merck y Sigma-Aldrich.

e Agua reconstituida: 588 g de CaCl,2H,0 en 05 L agua destilada,
2.465gde MgSO,-7H,O en 0.5 L agua destilada, 1.295 g de CO3HNa en
0.5 L agua destilada y 0.115 g de CIK en 0.5 L agua destilada.

e Medio de cultivo C. riparius: CaCl, 0.5 mM, NaCl ImM, MgSO, TmM,
NaHCO, 0.1 mM, KH,PO, 0.025 mM.

* Medio de cultivo P, acuta: CaCl, 2 mM, MgSO, 0.5 mM, NaHCO, 0.77 mM,
KCI 0.08 mM.

e PBS: NaCl 137 mM, KCI 2.7 mM, KH_,PO, 1.8 mM, Na,HPO, 10 mM.

e PBS-Tween 20: 01%: NaCl 137 mM, KCI 2.7 mM, KH,PO, 1.8 mM,
Na,HPO, 10 mM, Tween 20 0.1%.

e Tampon alcalino: NaOH 300 mM, EDTA T mM pH > 13.

e Tampon de carga de geles: azul de bromofenol 0.25%, xileno cianol
0.25%, glicerol 30%.

e Tampon de electroforesis del ensayo cometa: EDTA TmM, NaOH 0.3 M.

e Tampon de lisis para el ensayo cometa: Tris-HCI 10 mM, EDTA 100 mM,
NaCl 2.5 M, DMSO 10 %, Tritdn X-100 10% pH 10.

e Tampodn de lisis (extraccion ARN polisomal]: 10 mM Tris-HCI pH 7.5,
10 mM NaCl, 10 mM MgCl,, 1% Triton-X100, 1% desoxicolato de sodio,
0.4 U/mL SUPERase:In™ RNase Inhibitor (Thermo Scientific, EE.UU.],
1mM DTT, 0.2 mg/mL cicloheximida, 5 U/mL DNase |.

e Tampon TAE: Tris-acetato 40 mM, EDTA 1T mM.
e Tampon TE: Tris 40 mM, EDTA T mM pH 7.8.
e Tampodn TES: NaCl 100 mM, Tris 10 mM, EDTA 2.5 mM, SDS 1%.

4.4. Oligonucleétidos de Chironomus riparius

Las secuencias de los oligonucledtidos empleados en los analisis de expresion
génica con C. riparius se obtuvieron a partir de trabajos publicados previamente:
Actina [Martinez-Guitarte et al., 2007); GAPDH (Park et al., 2009]: EcR [Nair and Choi,
2011); GSTD3 [Nair et al.,, 2011); Hsp70 (Morales et al., 2013); Hsp24 [Martin-Folgar et al.,
2015); Cypl18al, Cyp4qg, Dib, E74, FOXO, Gp93, Krh-1, MAPR [Aquilino et al., 2016); ATM,
DECAY, NLK, XRCC1 [Aguilino et al., 2018].
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Gen Directo (F)

Actina
ATM
Cypl8al
Actina
ATM
Cypl8al
Cyp4G
DECAY
DIS

EcR

E74
FOXO
GAPDH
GstD3
Gp93
Hsp24
Hsp70
Kr-h1
MAPR
NLK
XRCC-1

GATGAAGATCCTCACCGAACG
AAGTGCTACTTTATGATCCAATGT
GTTTCACTCGAGACGATCCA
GATGAAGATCCTCACCGAACG
AAGTGCTACTTTATGATCCAATGT
GTTTCACTCGAGACGATCCA
TAAGTGGAACTGGTGGGTACAT
AAAGTGTTCCGATTATGGC
GAGGCATCCATACAACTTCATTC
TCTTCTCACGGCCATCGTCA
TCTTACTGAAACTTCTTCAAG
ATGGCGGTGATGTCCAACAA
GGTATTTCATTGAATGATCACTTTG
TGGTTGAAACGAGAGCACCA
ACCCCATGTGTACTCGTTGC
TCACTTAATGACTGGATATCG
ACTTGAACCAGTTGAGCGT
CCCTCGAGCTAACTCCACCC
GGACCGTATGCAGCTTTTGG
CATCTCACCAGATCGTCTCT
GACGATTTGCATTGGATAGT

Inverso (R)

CGGAAACGTTCATTACCG
TGTACACAATTTAATGCACGA
TTTAGCGGCTTGAAATGTTG
CGGAAACGTTCATTACCG
TGTACACAATTTAATGCACGA
TTTAGCGGCTTGAAATGTTG
TTGCATTGTGCATTTTAGGATGTC
TTCACACCAGTTAAAATCCAC
CAAAATCCTTCCAACTCCAATAG
GCTGCATCTTGTTTCGCCAC
GCTTTGAGACAGCTTTGGAAT
TGAACCCACGAATTGCACGA
TAATCCTTGGATTGCACGTACTTG
TCGGATATAGAGTGCCAGCATCG
CGTGGATTAAATTCGAGAGC
GAATCCATCCTTGCCGAAATGC
TTGCCACAGAAGAAATCTTG
GCTGCAATGTTTGACTGGTT
TTGTTCGCCAGGCCTTAACA
GAATTTATTTGATTATGCGGC
ATCAACATATCGCCATCAG

Eficiencia
104.0
973
104.5
104.0
973
104.5
995
104.3
984
1071
105.4
975
107.7
110.5
1035
100.0
102.8
103.9
101.6
105.7
100.9

TABLA 2. Oligonucledtidos empleados en C. riparius para la amplificacion por RT-PCR de los genes
de estudio. Para cada gen se indica el nombre, las secuencias 5-3' de los cebadores directo (F) e
inverso (R] utilizados v la eficiencia (%) de la amplificacion.

4.5. Oligonucleétidos de Physa acuta

Para los analisis de expresion génica con P. acuta, algunas de las secuencias de los
oligonucledtidos empleados se obtuvieron a partir de los siguientes trabajos previos:
ER [Martinez-Paz et al., 2017); Hsp90 [Morales et al., 2018); CASP3, Cyp2U1, Cyp3A7,
Cyp4f22, GAPDH, GstO2, GstT2, Hspl6, Hspl7, Hsp20.4, Mrpl ABC, RAD-1, RpL10, RpLI13,
SOD-Cu [Aqguilino et al., 2019]. Las secuencias restantes se encuentran sin publicar (ver
Anexo []: ATM, ATR, XPA-1, XRCC2, XRCC4.

Gen Directo (F) Inverso (R) Eficiencia
ATM AAATGTCTGGGCTCTGATGG GCGGGTTGTTCCTATCAAGT 107.7
ATR TCTATGACCCTCTGGTGGAG TTTCATCTGTGGCCTCCTTG 92.0
CASP3 GTCTGTAATTCTCACCCATG AGTTCAGTGCCTCTGCAAGC 99.2
Cyp2UI1 GTGCATCCTCTACGCGATCA GGCTAGTTTGGGCCTGTCTT 947

TABLA 3. Oligonucledtidos empleados en P. acuta para la amplificacion por RT-PCR de los genes de
estudio. Para cada gen se indica el nombre, las secuencias 5-3 de los cebadores directo (F) e
inverso (R] utilizados v la eficiencia (%) de la amplificacion.
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Gen Directo (F) Inverso (R) Eficiencia
Cyp3A7 ACGGCTTGGCCTCTCAATAC CGGTTTCTTTCTCGGCGTTC 90.0
Cyp4F22 AGCAGAAAAAGCTCAGCCCT CTTGGTTTTGGCAGCCAGTC 987
ER CTATGCCAGGTGTGTAATGAC CGAAGCCGACATGCTTGACA 102.3
GAPDH ATACATCAGGAACAGGGACTC GACTTATGACAACCGTGCA 949
GstO2 CCACCTGGCAACTTGGTTTG GCTTGCCAGATGCGTAAGAC 940
GstT2 TCGATCTTCTATCGCAGCCG TTCTGAGCGCAACAGGTTTG 90.7
Hspl6 GCATGAGGAGAAGCAAGACA CAGTACACCATGGGCATTCA 88.1
Hspl7 GGGATCTAAGGACCCCGATG GGCTGTAATGGCGAAGCTCC 101.0
Hsp20.4 AGCGAGATGTTCACCCTCAA GAGAGACAGCCGTTTGTTCC 940
Hsp90 GTTTGTGTCACTAAAGAAGGCC TGTCACTAGCCTATTTGATACAAC 1004
Mrpl ABC CAGGGGCAGGTAAGTCATCC AGTGAGCCTTGATCGCACAT 100.0
RAD-1 GTGTACAAGCCAACGCTTTC ACTCCAGGGATTACACTGCT 939
RpL10 TGCACGTGAGGCTGATGAAA GTGGCCACTTTGTGAAACCC 104.2
roli3 ATGAGCTTAAGGCTGCAGG CCAACTTGGTCTTGTACTCTTTAG 107.2
SOD-Cu AGAAAGCTGGTGCTGCAACTA AGGATTAAAGTGGCCTCCAGC 104.9
XPA-1 CACACAATCCAAAATGGGGAG TGAGAGATCTTTCCGCCACA 101.8
XRCC-2 CGTATTTGGGTAGGTCGTGG CAAACACAAAACGCCTTCCA 101.2
XRCC-4 AAAGGGATGAAACACCTCCAG TTGTGTTATTGCTCGACTCCT 96.2

TABLA 3. Oligonucledtidos empleados en P acuta para la amplificacion por RT-PCR de los genes de
estudio. Para cada gen se indica el nombre, las secuencias 5-3" de los cebadores directo (F] e
inverso (R] utilizados v la eficiencia (%) de la amplificacion.

4.6. Tratamientos experimentales

La toxicidad de la Vz se evalud bajo diferentes tiempos de exposicion y
empleando distintas fases del ciclo de vida de las especies estudiadas. Para
C. riparius se utilizaron larvas de cuarto estadio y embriones, mientras que en el
caso de P acuta los estudios se llevaron a cabo unicamente en adultos. Todos los
experimentos se realizaron bajo las mismas condiciones de laboratorio, segin se
detalla en los apartados 4.1.1y 4.1.2. La vida media de la Vz es de 10.8 horas [Sanchez-
Arguello et al.,, 2012], por lo que su concentracion en el medio de ensayo tiende
a disminuir en el tiempo. Para solventar este inconveniente, las concentraciones
nominales ensayadas se mantuvieron constantes durante los experimentos
mediante la renovacion completa diaria del medio de ensayo, o bien afadiendo
diariamente a dicho medio un pequeio volumen del compuesto hasta alcanzar
la concentracion nominal deseada. Dada la baja solubilidad de la Vz en agua, en
todos los casos se utilizd acetona como solvente, siempre a una concentracion
final del 0.1% [v/v].

Teniendo en cuenta la informacion previa disponible y las diferencias en
la sensibilidad de las especies y estadios empleados, se estudid un rango de
concentraciones de Vz variable en funcion de la especie, el estadio del ciclo de
vida, el parametro estudiado vy la duracion de la exposicion. Las concentraciones
de estudio de la Vz fueron: 20, 200 y 2000 pg/L para larvas de cuarto estadio de
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C. riparius; 2, 20 y 200 ug/L para embriones de C. riparius; y 20, 200, 500 y 5000 pg/L
para adultos de P acuta. En todos los casos, paralelamente a las concentraciones
del toxico estudiadas, se contd con los controles necesarios para la valoracion de
sus efectos.

4.6.1. Ensayos de exposicion aguda con larvas de Chironomus riparius

Los experimentos se llevaron a cabo utilizando larvas de cuarto estadio o
ultima muda (son larvas de mayor tamafo y se encuentran en la fase previa a la
metamorfosis). Esta fase larvaria se determina en funcion del tamafio de la capsula
cefdlica (USEPA, 2000b].

4.6.1.1. Andlisis de la supervivencia

Los efectos letales en C. riparius se estudiaron exponiendo larvas de cuarto
estadio durante 96 horas a un gradiente de concentraciones de Vz (20, 200 vy
2000 pg/L) y haciendo un recuento del nimero de larvas vivas cada 24 horas,
coincidiendoconelcambiode medio.Serealizarontresexperimentosindependientes
con 50 individuos para cada concentracion estudiada, en un volumen final de 50 mL
de medio de cultivo.

4.6.1.2. Andlisis de los niveles de expresion génica

Para los estudios de expresion génica se emplearon tres larvas individuales
por réplica (n=9), exponiéndolas durante 24 o 48 horas a las concentraciones de
20y 200 pg/L. Transcurridos estos tiempos, las larvas se mantuvieron almacenadas a
-80 °C hasta la posterior extraccion de ARN (ver apartado 4.7]). Tras la
retrotranscripcion, proceso por el cual es posible obtener ADN complementario
(ADNCc] a partir del ARN mensajero (ARNm] para el que codifica [ver apartado 4.7.3),
se llevaron a cabo los andlisis de la actividad transcripcional de los genes de estudio
(ver apartado 4.7.4).

4.6.1.3. Andlisis de la genotoxicidad [ensayo cometal)

Finalmente, se estudiaron los efectos genotoxicos de la Vz empleando las
suspensiones celulares obtenidas a partir de grupos de 13 individuos expuestos
durante 24 horas a las concentraciones de 20 y 200 ug/L. Todo el procesamiento
necesario para llevar a cabo el ensayo cometa se realizd segun lo descrito en el
apartado 4.75.1.

4.6.2. Ensayos de reproduccion con Chironomus riparius

El ensayo se llevo a cabo con larvas del segundo estadio [larvas que han
experimentado unasolamuday han pasado de ser fitoplanctonicasa vivirenterradas
en sedimento] vy siguiendo las recomendaciones de la OECD (2010]. Los sistemas
agua-sedimento se prepararon en vasos de precipitado de vidrio de 2 L, con
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300 gramos de sedimento y manteniendo una proporcion 1:4 de sedimento:agua
reconstituida. El sedimento se prepard con arena industrial (esterilizada durante 24h
a 220 ©C] cribada con un tamiz con un tamano de poro 2 mm y posteriormente de
0.7mm, ala que se le anadio un 6.5% de arcilla blanca o kaolina [BIOCOP Productos
Biologicos, SA., Espafa) y un 2.7% de turba obtenida de vivero. Los sistemas
agua-sedimento se dejaron estabilizar durante 3 dias con aireacion suave, tras lo
cual se agregaron las larvas [25] con la ayuda de una pipeta Pasteur. Durante un lapso
de 2 horas se permitio gue estas migraran al sedimento, ahadiendo posteriormente
al agua superficial el solvente (acetona) o la Vz a las concentraciones de 2, 20, 200
y 2000 pg/L.

Todos los tratamientos fueron realizados por triplicado y renovados
semanalmente, para lo cual se procedi¢ a retirar toda el agua superficial con la
ayuda de una bomba de vacio para liquidos [DINKO, Espafia), para a continuacion
afadir el agua reconstituida con Vz recién preparada. Con este procedimiento se
consiguid mantener estable el sedimento. Las larvas fueron alimentadas una vez
por semana con 1 mg/larva de TetraMin®. La duracion del experimento fue de 21
dias. El numero, sexo de los adultos emergidos y numero de masas de huevos
depositadas fueron monitorizados desde la primera emergencia (a los once dias).
Los huevos fueron utilizados para un subsecuente ensayo de embriotoxicidad
(ver apartado 4.6.3].

Los pardmetros analizados fueron:

e Ratio de emergencia. NUmero de larvas introducidas que llega a la
fase adulta en una condicidon experimental concreta.
ne

RE =
Ny

Donde:

RE = ratio de emergencia

n, = Numero de mosquitos vivos que han emergido por sistema
agua-sedimento

n_ = numero de larvas introducidas por sistema agua-sedimento

¢ Fecundidad. Numero de puestas dividido por el nimero de hembras
en cada sistema agua-sedimento.
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e Tasa de desarrollo. Proporcion de desarrollo larvario que tiene lugar
en un dia, cuya magnitud es 1/dia.

Donde:

m
X = z ﬁ Xj = 1/ 1.
o e (diai — 3)
X = media por sistema agua-sedimento
i = indice de intervalo de inspeccion
m = nuMmero Maximo de inspeccion por intervalos
f. = nimero de mosquitos que han emergido en el intervalo |

n, =numero total de mosquitos emergidos al final del experimento
X, = tasa de desarrollo de los mosquitos emergidos en el intervalo |

4.6.3. Ensayos de embriotoxicidad con Chironomus riparius

La exposicion de los embriones a Vz se realizo sin separar los huevos del material
gelatinoso que los envuelve en las puestas. Las masas de huevos se recolectaron
tras la ovoposicion v se dividieron en dos mitades iguales, empleando una de ellas
como control y la otra para valorar los efectos del toxico. Las exposiciones tuvieron
lugar de manera individual en placas de 6 pocillos Falcon® [VWR, Espafia) con 5 mL
de medio de cultivo por pocillo, manteniendo las condiciones de temperatura vy
fotoperiodo anteriormente mencionadas y renovando el medio cada 24 horas.

4.6.3.1. Analisis de la tasa de eclosidon

El efecto de la Vz sobre la eclosion se estudid tras la exposicion a
2, 20, 200 y 2000 pg/L de embriones procedentes tanto de parentales expuestos
como no expuestos, desde la fase de blastodermo [(aproximadamente 24 horas
postovoposicion] hasta la eclosion de las larvas, aproximadamente a las 72 horas (ver
Figura10]. El porcentaje de eclosion se calculd por observacion directa, contabilizando
con la ayuda de un estereomicroscopio trinocular Nikon SMZ-2T (Nikon, Japon] el
numero de larvas eclosionadas con respecto al nimero total de huevos.

4.6.3.2. Andlisis de los niveles de expresion génica

Los efectos de la Vz sobre la actividad transcripcional de los genes de estudio se
analizaron en embriones expuestos durante 8y 24 horasa 20 y 200 pg/L. Las muestras
se almacenaron a -80 °C hasta su uso para la extraccion de ARN (ver apartado 4.7.1)
y la subsiguiente retrotranscripcion (ver apartado 4.7.3).
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FIGURA 10. Imagenes de embriones de C. riparius obtenidas mediante microscopia de campo claro.
[A) Aspecto general de una puesta completa; (B] Vista de un Unico huevo; (C y D) Estado del
huevo 24 horas tras la recoleccion y al inicio de la exposicion (vistas dorsal y ventral]; [E v F) Fase
intermedia (vistas dorsal y ventral]; (G y H] Momento previo a la eclosion (vistas dorsal y ventral),
aproximadamente 72 horas tras la recoleccion.
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4.6.4. Ensayos de exposicion aguda con Physa acuta

4.6.4.1. Analisis de la supervivencia

Los experimentos se llevaron a cabo con individuos de P acuta
sexualmente maduros (adultos]). Los efectos letales de la Vz se estudiaron tras
exposiciones de 96 horas a un gradiente de concentraciones (20, 200, 500 vy
5000 pg/L), haciendo recuentos del numero de individuos vivos cada 24 horas. Se
realizaron tres experimentos independientes, empleando 50 individuos por cada
concentracion estudiada, en un volumen de medio de cultivo de 50 mL.

4.6.4.2. Analisis de los niveles de expresion génica

Los efectos de la vinclozolina sobre la actividad transcripcional se evaluaron
exponiendo tres adultos por réplica (n=9] a 20 y 200 pg/L durante 24 horas, tras lo
cual se almacenaron a -80 ©C hasta el momento de proceder a la extraccion de su
ARN (ver apartado 4.7.1).

4.6.4.3. Andlisis de la genotoxicidad [ensayo cometa]

Se estudiaron los efectos genotoxicos de la Vz mediante el ensayo
cometa, a partir de suspensiones celulares de 13 individuos expuestos durante
24 horas a 20 y 200 pg/L. El procedimiento experimental de este ensayo se llevo a
cabo segun lo descrito en el apartado 4.75.1.

4.7. METODOS MOLECULARES Y DE GENOTOXICIDAD

4.7.1. Extraccion de ARN

La extraccion de ARN total de las muestras se llevo a cabo utilizando el método
descrito por Chomczynskiy Sacchi(1987), mediante el kit comercial TRIzol® {Invitrogen,
Alemania), consistente en una solucion monofasica de fenol e isotiocianato de
guanidina. Las muestras bioldgicas se homogenizaron en TRIzol® (500 pl en el
caso de larvas de C. riparius y adultos de
P acuta; 300 pL en el caso de embriones de

Nota: En las pruebas llevadas a cabo

C. riparius), e inmediatamente despues con embriones de C. riparius, con
fueron congeladas en nieve carbonica. En el el objetivo de facilitar la extraccion
€aso de las larvas vy los adultos, las muestras de ARN, se elimind previamente el
se dejaron descongelar y se centrifugaron material gelatinoso que forma la
a 10000 g durante 15 minutos a 4 °C, para masa de huevos. Se lavaron para

i TR ello las muestras en hipoclorito
rmitir asi la precipitacion membran . .
permitir asi la precipitacion de membranas sodico al 0.2% en PBS, agitando con

celulares, pollsacar!dos, ADN de alto peso suavidad durante unos segundos,
molecular y material extracelular (en este tras lo cual se llevaron a cabo varios
punto, el ARN permanece en la fase acuosa, lavados con PBS.

junto con las proteinas vy el ADNJ.

60




A MATERIAL Y METODOS

En el caso de los embriones, no fue necesaria esta primera centrifugacion.
Las muestras ya homogeneizadas se incubaron a temperatura ambiente durante
5 minutos, para permitir la completa disociacion de los complejos de nucleoproteinas.
Se anadieronalasfasesacuosasdelostubos 0.2 volimenesde cloroformo, agitandolos
para mezclar bien el contenido y dejandolos incubar a temperatura ambiente durante
3 minutos. Transcurrido ese tiempo, se centrifugaron a 10000 g durante 10 minutos
a 4 °C, permitiendo asi que las muestras se separasen en dos fases, una acuosa y
otra organica. El ARN permanecio exclusivamente en la fase acuosa y, por tanto,
se recupero esta fase de todos los tubos v se llevo a cabo una precipitacion en un
volumen de isopropanol equivalente a la mitad del volumen de TRIzol® empleado en
la extraccion. Tras incubar las muestras durante 10 minutos a temperatura ambiente,
los tubos se centrifugaron a 10000 g durante otros 10 minutos. Finalmente, para
eliminar los restos de isopropanal, se realizd un lavado con un volumen de etanol
al 75% y una posterior centrifugacion a 10000 g durante 5 minutos. Para mejorar la
preservacion de las muestras, el ARN extraido se resuspendio en un volumen agua
tratada con 0.1% de dietilpirocarbonato [DEPC] (Sigma-Aldrich], dado que el DEPC es
un inhibidor inespecifico de ARNasas.

Para una correcta retrotranscripcion vy la posterior cuantificacion de los transcritos,
las muestras de ARN tienen que estar libres de contaminacion, como la que puede
derivar de la presencia de sales, proteinas, solventes o ADN gendmico. Por ello, para
eliminar las posibles trazas de este ADN gendmico, las muestras se incubaron con
1 uL de ADNasa | libre de ARNasas y 5 pL de tampodn de reaccion 10x (Roche], durante
90 minutos a 37 °C. Las enzimas se retiraron de las muestras por extraccion organica
con fenol-cloroformo, usando tubos 5Prime Phase Lock Gel Light (Quantabio, EE.UU.)
para optimizar la recuperacion de la fase acuosa. Finalmente, el ARN se precipitd con
isopropanol y se lavd con etanol al 75%. EI ARN purificado se resuspendid en agua
DEPC y se almacend a -80 °C hasta su uso.

Tanto la calidad como la cantidad del ARN obtenido se analizaron mediante
electroforesis en gel de agarosa al 15% en tampon tris-acetato-EDTA (TAE]. Los geles
se tiferon con 0.5 pg/mL de bromuro de etidio (Sigma-Aldrich] y posteriormente se
visualizaron con luz ultravioleta, empleando para ello el sistema de documentacion
de geles Chemigenius 3 (SynGene), equipado con el programa de adquisicion de
imagenes GeneSnap (SynGene, Reino Unido). Para cuantificar la cantidad de ARN
extraida de las muestras, se midid su absorbancia empleando un espectrofotometro
BioPhotometer® 6131 (Eppendorf]. Como indicadores de buena calidad de las muestras
de ARN (libres de contaminacion), se consideraron valores de densidad optica DO
260/280 entre 1.80 y 2.00 v valores de DO 260/230 iguales o superiores a 1.80.

4.7.2. Extraccion de ARN polisomal

Para la extraccion del ARN polisomal, en primer lugar, se congelaron en tubos
a -80 °C tanto larvas individuales de cuarto estadio de C. riparius Como grupos de
cinco individuos adultos de P. acuta. Tras la congelacion, las muestras se pulverizaron
mediante el uso de un mortero previamente enfriado, seguido lo cual se recogio el
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material pulverizado y se homogeneizd pipeteando vigorosamente en 0.8 mL de
tampon de lisis. Tras una centrifugacion a 13200 g durante 1 min a 4 °C, se eliminaron
los restos celulares vy se recupero el sobrenadante. Una nueva centrifugacion de
éste durante 5 minutos a 13200 g vy 4 °C permitio eliminar los nucleos. Una vez mas,
se recupero el sobrenadante de las muestras y se mantuvo esta vez a 4 °C durante
30 minutos, para poder eliminar por precipitacion cualquier contaminacion de ADN
genomico. El lisado resultante tras la accion del tampodn se anadio directamente
sobre un gradiente de sacarosa al 15-40% [peso/volumen]. El gradiente se generd
afladiendo en primer lugar 8 mL de sacarosa al 40%, con precaucion de no generar
burbujas que pudiesen romper el gradiente. A continuacion se anadieron 2 mL
de sacarosa al 15%, teniendo cuidado para no destruir la interfase generada entre
ambos gradientes. Por ultimo, se agrego a la parte superior de cada gradiente
1 mL del extracto celular anteriormente obtenido. Se cubrid cada tubo con Parafilm®
(Sigma-Aldrich] v se ultracentrifugaron todos a 18000 g durante 100 minutos a 4 °C
en un rotor SW 41 Ti [Beckman Coulter, EE.UU.). Posteriormente, mediante monitoreo
continuo, se recolectd 1 mL de 13 fracciones a 254 nm con un detector ISCO UA-6
UV (Teledyne Technologies, EE.UU.). EI ARN de las distintas fracciones de sacarosa
(polisomales y subpolisomales] se extrajo mediante fenol-cloroformo (para eliminar
las proteinas) y se precipitd posteriormente con isopropanol, tras su tratamiento
con proteinasa K (100 pg/mL] durante 75 minutos a 37 °C. Tanto la calidad como la
cantidad del ARN obtenido se midieron, respectivamente, por electroforesis en gel
de agarosa y mediante el uso de un NanoDrop™ 1000 (Thermo Scientific).

4.7.3. Retrotranscripcion

La retrotranscripcion de ARNm a ADNc se realizd en todos los casos con la
enzima transcriptasa reversa del virus de la leucemia murina de Moloney [M-MLV
RT] (Invitrogen). Esta enzima es una ADN polimerasa ARN dependiente que permite
la sintesis de ADNCc a partir de ARN mensajeros largos. En un primer paso, para cada
condicion experimental, se incubd durante 5 minutos a 65 ©C una mezcla de 0.5 pg
de ARN con 1L de oligo (dT), Tl 10 mM de dNTP (Biotools] y agua tratada con DEPC
hasta un volumen final de 12 yl, manteniendo posteriormente las muestras en hielo.
En un volumen final de 20 pL se anadieron 4 pL 5x First-Strand Buffer, 2 uL DTT 10 mM,
1 UL RNaseOUT™ Recombinant Ribonuclease Inhibitor (40 unidades/uL] (Invitrogen]
y 1 yL de la retrotranscriptasa M-MLV RT, incubando las muestras a 37 °C durante
50 minutos. Finalmente, la mezcla se inculbd durante 15 minutos a 65 °©C para inactivar
la reaccion.

4.7.4. Analisis de los niveles de expresion génica

La amplificacion del ADNc para el estudio de los niveles de expresion de los
genes seleccionados en este trabajo se realizd por PCR cuantitativa [RT-PCR] o PCR
en tiempo real, una variante de la reaccion en cadena de la polimerasa utilizada
para amplificar y simultdneamente cuantificar el producto de la amplificacion de
acido desoxirribonucleico. En conjunto, combinando estos dos pasos necesarios
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de 1] retrotranscripcion y 2] amplificacion, podemos decir que para los analisis de
expresion en este trabajo se ha empleado la técnica de reaccion en cadena de la
polimerasa cuantitativa con transcripcion inversa.

4.7.4.1. Obtencion e identificacion de secuencias y diseno de oligonucledtidos

Los genes utilizados en este trabajo han sido caracterizados vy disefiados en el
laboratorio de Biologia y Toxicologia Ambiental de la UNED. Los oligonucledtidos se
han diseflado especificamente, algunos por primera vez para este trabajo, ya que
NoO estaban previamente descritos para estas especies. En los epigrafes 4.4 y 4.5 se
detallan las secuencias de los oligonucledtidos empleados en las amplificaciones de
ADN, asi como las referencias bibliograficas de aquellas secuencias ya publicadas.

En el caso de C. riparius, los genes de estudio se obtuvieron a partir de un archivo
gue incluye todas las secuencias ensambladas del proyecto SRX147945 [Marinkovi¢
etal,, 2012) de la base de datos Transcriptome Shotgun Assembly Sequence Database
(TSA], realizado con una mezcla de individuos de diferentes etapas del desarrollo.
Este archivo se descargd vy se usO para comparar en la base de datos GenBank
con aquellas secuencias de interés, mediante el uso de la herramienta Blast2GO
(Conesa et al., 2005). Posteriormente, la busqueda en la base de datos Blast confirmo
la identidad de las proteinas obtenidas. En relacion a la identificacion de secuencias
de P acuta, la obtencidon de los genes de estudio se llevd a cabo de manera similar,
pero empleando el transcriptoma publicado por Aquilino et al. [2019) y las secuencias
procedentes de Romiguier et al. (2014).

Con el fin de poder amplificar un fragmento concreto de cada gen de estudio,
para los analisis por RT-PCR se disefiaron parejas especificas de oligonucleotidos
(cebadores o primers) de acuerdo con los siguientes criterios:

e proximidad de las secuencias al extremo 3° del ARNm

e temperatura de anillamiento cercanaalos 58 °C (para poder amplificar
simultaneamente todos los genes a estudiar)

e tamafno del producto de PCR de entre 100 y 200 pares de bases (pb)]

4.7.4.2. Calculo de las eficiencias de amplificacion de los oligonucledtidos

La eficiencia de cada pareja de primers se calculd a partir de la pendiente de la
curva estandar de diluciones seriadas de muestras diluidas cinco veces 1:2 (R2 > 0.98].
En este caso, las condiciones de amplificacion fueron las mismas que las empleadas
posteriormente en los analisis de las alteraciones transcripcionales causadas por la
Vz. Las eficiencias calculadas de esta forma se detallan en la Tabla 2 (en el caso de
C. riparius) y en la Tabla 3 (en el caso de P acutal.
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4.7.4.3. Amplificacion de los genes de estudio

Del mismo modo que en el caso de la PCR convencional, en la técnica de
RT-PCR se emplean un molde de ADN, una pareja de primers especificos para cada
gen de estudio, una mezcla de dNTP, tampon de reaccion v una ADN polimerasa
termoestable. A esto se incorpora también un fluordforo, que permite la cuantificacion
precisa del nimero de copias del transcrito en las muestras. En la evaluacion por
RT-PCR de los efectos de la Vz se empled el fluordforo EvaGreen® (Biotium, EE.UUJ,
una molécula intercalante del ADN capaz de emitir fluorescencia al unirse a éste, con
un espectro de excitacion/emision en torno a los 480/530 nm. Las reacciones se
llevaron a cabo en placas de 96 pocillos (Bio-Rad] y para la cuantificacion se empled
un modulo de lectura CFX96™ Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad] acoplado a
un termociclador C1000™ Thermal Cycler [Bio-Rad]. Gracias a que este equipo cuenta
con sensores capaces de medir la fluorescencia emitida por el fluoroforo al finalizar
cada ciclo de amplificacion, se puede calcular la tasa de generacion del producto
especifico a lo largo de los ciclos de la PCR [Heid et al., 1996].

Las reacciones de RT-PCR se realizaron en un volumen final de 20 puL y para cadagen
de estudio estaban compuestas por una pareja de oligonucledtidos directo (forward)
e inverso (reverse] en una concentracion final de 300 nM cada uno, 25 ng de ADNc
y Quantimix Easy Probes kit (Biotools] con 1 uL de 0.5X EvaGreen®. El protocolo para
la amplificacion de los distintos genes fue el siguiente: una primera desnaturalizacion
de 30" a3 95 °C, seguida de 39 ciclos que incluyeron desnaturalizacion a 95 °C durante
5", anillamiento a 58 ©C durante 15" y elongacion a 65 ©C durante 10”. En todos los
€asos, con el objetivo de confirmar que solo se amplificd un Unico producto de
PCR, al final del programa se realizd una curva de desnaturalizacion, consistente en
una lectura continua de la fluorescencia desde los 65 a los 95 ©C en incrementos de
0.5 °C. Todas las condiciones experimentales ensayadas en cada placa llevaron en
la misma la correspondiente réplica técnica, para descartar posibles errores debidos
al pipeteo o la manipulacion de las muestras. Asimismo, se realizaron triplicados de
todas las placas empleadas en los experimentos, tomando la media de cada terna
como resultado final.

4.1.5. Ensayo cometa

El ensayo cometa, O electroforesis en gel de una unica célula, fue desarrollado en
1988 por Singh y colaboradores. Se trata de una técnica empleada para la deteccion
de roturas de hebra sencilla y de doble hebra en el ADN, una herramienta muy Util
para detectar el efecto genotdxico inducido sobre las células por agentes quimicos,
fisicos o bioldgicos.

4.7.5.1. Procedimiento experimental

Todo el protocolo del ensayo cometa se realizd en oscuridad, para evitar el
posible dano genotdxico que la incidencia directa de la luz puede producir en
la molécula de ADN I3bil. Para todas las condiciones experimentales analizadas,
tanto en las larvas de C. riparius como en los adultos de P. acuta, las suspensiones
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celulares necesarias para este ensayo se obtuvieron a partir de trece individuos
que fueron cortados con un bisturi y homogeneizados con la ayuda de un cedazo.
En el caso de los moluscos, resultd necesario quitar la concha previamente. Los
homogeneizados se resuspendieron en tubos con 3 mL de PBS y se centrifugaron
a 1500 g durante 5 minutos a 4 ©C. Tras esto, se descarto el sobrenadante de 10s
tubos vy las células depositadas en el pellet se resuspendieron en 250 pL de PBS. Para
determinar la viabilidad y el numero de células de esta suspension, se llevo a cabo
una tincion por el metodo de exclusion, empleando para ello el colorante azoico
azul tripan [Sigma-Aldrich].

Para realizar la electroforesis, para cada tubo se mezclaron 10 pyL de la
suspension celular con 100 pL de agarosa de bajo punto de fusion (Sigma-Aldrich]
al 1% atemperada a 37 °C. Se emplearon a continuacion portaobjetos comerciales,
especificamente preparados para el ensayo cometa (Cell Biolabs, EE.UU.], cada uno
de los cuales contaba con tres posiciones para poder depositar las muestras de
células. De esta forma, cada portaobjetos utilizado llevaba dos muestras de individuos
procedentes de tratamientos con Vz y una muestra con células de individuos del
correspondiente control. En cada una de las tres posiciones del portaobjetos se
afadieron 75 pL de la mezcla de células y agarosa y se dejo que gelificaran durante
1 hora a 4 °C. Tras esto, las membranas de las células embebidas en la agarosa se
lisaron con un tampon de lisis durante una hora a 4 ©C. Transcurrido este tiempo, se
elimino el tampon de lisis y el portaobjetos se incubd con un tampon alcalino durante
30minutosa 4 °C. Acontinuacion, se prepararon los portaobjetos para la electroforesis,
depositandolos con cuidado dentro de una cubeta horizontal y cubriéndolos con el
tampon de electroforesis. La electroforesis corrio durante 25 minutos a 13 voltios vy
300 mA. Este voltaje se determind a razon de 1 voltio/centimetro de distancia entre
los polos de la cubeta de electroforesis, mientras que el amperaje se ajustd con el
tampon de electroforesis. Una vez finalizada, se lavaron los portaobjetos tres veces
con agua destilada durante dos minutos y se realizd un lavado final con etanol al 70%
durante 5 minutos. Por ultimo, 1as preparaciones se deshidrataron a 45 ©C.

Para su posterior observacion al microscopio, las muestras se tifieron con 100 pL
de VistaGreen [Cell Biolabs], durante 10 minutos y en oscuridad. A continuacion, se
deshidrataron a 45 ©C y se anfadio una gota del medio de montaje ProLong™ Gold
Antifade Reagent (Invitrogen], con la finalidad de evitar la pérdida de fluorescencia
debida a la destruccion fotoquimica del fluordforo [photobleaching) y preservar
durante meses la viabilidad de las muestras. Una vez endurecido el medio de montaje,
las muestras se analizaron en un microscopio de fluorescencia Zeiss Axiophot
Photomicroscope (Zeiss, Alemania) equipado con un sistema de epifluorescencia vy
una camara CCD Photometrics® CoolSNAP™ (Photometrics, EE.UU.]. Para la captura de
imagenes se empled la aplicacion RS Image [Roper Scientific, EE.UU.).
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4.7.5.2. Cuantificacion

Para la cuantificacion de los cometas se fotografiaron un minimo de 50 células
por cada muestra analizada. Asi, teniendo en cuenta que todas las condiciones
experimentales se valoraron por triplicado, de cada una de ellas se conto finalmente
con un minimo de 150 células para la evaluacion del efecto genotdxico de la Vz.
Este efecto se valord mediante la aplicacion Comet Score™ [Tritek Corp., EE.UU.],
que permite calcular para cada célula fotografiada los siguientes parametros:
comet length, comet height, comet area, comet intensity, comet mean intensity,
head diameter, head area, head intensity, head mean intensity, % DNA in head,
tail length, tail area, tail intensity, tail mean intensity, % DNA in tail, tail moment vy
olive moment. Segun las recomendaciones encontradas en la literatura (Liao
et al., 2009], los parametros elegidos en el presente estudio fueron:

e lalongitud de la cola, que nos muestra la distancia de la migracion del
ADN desde la cabeza del cometa hasta el extremo de la cola

e elmomento cola, que relaciona el dafo total con el fragmento mas pequeno

e el momento oliva, que nos da informacion sobre el dano total al ADN
con respecto al tamano medio de los fragmentos

e ¢l porcentaje de ADN en la cola, que muestra el dafio total producido,
habiéndose demostrado con diferentes compuestos que este

parametro responde proporcionalmente a los efectos producidos

4.7.6. Andlisis de datos

Para cada uno de los parametros ecotoxicoldgicos analizados, el estudio
estadistico de los datos para valorar las posibles diferencias significativas entre
las muestras de los tratamientos con Vz vy sus respectivos controles se realizd a
partir de tres experimentos independientes, cada uno de los cuales contd con
tres réplicas bioldgicas. En el caso de los estudios transcripcionales, los niveles de
expresion de los ARNm de cada muestra se normalizaron frente a los genes de
referencia: gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH)] y actina para C. riparius;
proteinas ribosomicas L10 v L13 (rpLl0, rpll13) v GAPDH para P acuta. En el estudio
de los diferentes parametros analizados mediante el ensayo cometa, los valores
de genotoxicidad se normalizaron con respecto a los respectivos controles. Los
analisis estadisticos se realizaron empleando la version 22 del programa informatico
IBM® SPSS Statistics® (IBM, EE.UU.). Tras una primera comprobacion de la normalidad
y la homocedasticidad de los datos, se utilizaron las pruebas estadisticas apropiados
para cada tipo de muestra: ANOVA en el caso de normalidad, o U de Mann-Whitney
o Kruskall Wallis si los datos no eran normales. Posteriormente, se emplearon los test
posthoc de Bonferroni o de Games Howell, dependiendo de si las varianzas eran
homogeéneas o no. Entodos los casos las diferencias se consideraron estadisticamente
significativas con un p-valor menor a 0.05.
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5. RESULTADOS

5.1. Exposiciones agudas de Vinclozolina en larvas de
Chironomus riparius

5.1.1. Efectos en la supervivencia

Con el objetivo de analizar los efectos subletales de la Vz y escoger un rango de
concentraciones que no afectase a la supervivencia para los ensayos posteriores, se
expusieron larvas de cuarto estadio larvario de C. riparius a distintas concentraciones
del compuesto. Para ello, se selecciond el rango de concentraciones de 20, 200 vy
2000 pg/Ly se analizo la supervivencia en intervalos de 24 horas hasta un total de 96
horas. La eleccion del rango de concentraciones se hizo teniendo en cuenta estudios
previos en otros organismos, asi como estudios in vitro sobre cultivos celulares
(Ducrot et al,, 2010; Lemos et al., 2010; Sanchez-Arglello et al., 2012; Tillmann et al.,
2001; Vandegehuchte et al.,, 2010], En la Figura 11 puede observarse que ninguna de
las concentraciones de Vz ensayadas muestra efecto sobre la supervivencia de las
larvas, observandose una supervivencia cercana al 100% en todos los tratamientos.
Por tanto a partir de estos resultados, se puede concluir que la Vz a los tiempos vy a
las concentraciones estudiadas no afecta a la supervivencia de Ias larvas.
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FIGURA 11. Curvas de supervivencia de larvas de cuarto estadio de C. riparius. Efecto de las
concentraciones 20, 200 y 2000 pg/L a distintos tiempos de exposicion. Los valores representan
la media y el error estandar (SE] de tres experimentos independientes [n = 150].
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5.1.2. Efectos en la expresién génica

Para el analisis de los cambios producidos en la expresion de los distintos
marcadores moleculares se empled la RT-PCR, que permite determinar con un alto
grado de sensibilidad posibles variaciones en los niveles de ARNm de los genes
seleccionados para el estudio. Estos se relacionan con importantes procesos
biologicos, como son:

e La ruta de respuesta a la ecdisona, una hormona involucrada en la
regulacion del desarrollo y en la supervivencia de los insectos.

e La respuesta a estrés celular y el metabolismo celular, incluyendo
genes implicados en el mantenimiento de la homeostasis y en la
supervivencia celular.

El andlisis de la expresion se realizd exponiendo larvas del cuarto estadio de
C. riparius durante 24 y 48 horas a dos concentraciones de Vz que no producian
letalidad: 20 y 200 pg/L.

5.1.2.1. Efectos sobre la expresion de genes relacionados con el sistema endocrino

La regulacion endocrina implica la interaccion entre diferentes vias de respuesta
a hormonas que regulan la homeostasis vy el desarrollo del individuo. Para evaluar
la capacidad como disruptor endocrino de la Vz, se analizaron genes implicados
en la via de respuesta a ecdisona (ECR, £74, Kr-hl), el metabolismo de la ecdisona
(DIS, CypI8AI vy la ruta de respuesta a la insulina (FOXO] [Forheadbox O). Ademas,
se selecciono el receptor huérfano MAPR [Membrane associated progesterone
receptor]. Este receptor presenta un dominio similar al de union no covalente al
grupo hemo relacionado con el citocromo b5, que se saber que es un elemento
funcional que interacciona con el sistema monooxigenasa microsomal citocromo
P450 (Kimura et al,, 2012; Ryu et al., 2017).

La ecdisona es una hormona vital para el desarrollo v la supervivencia de los
insectos (ver apartado 2.4.1), puesto que regula los procesos de la muda vy la
metamorfosis. Por tanto, cambios en el patron de expresion del gen del receptor
de la ecdisona [EcR] podrian relacionarse con alteraciones en la ruta de dicha
hormona. Los resultados obtenidos (Figura 12A] muestran como la concentracion
mas baja evaluada (20 pg/L) aumenta los niveles de ARNm de EcR, que duplican los
del control. Posteriormente, a las 48h de exposicion, se recuperan niveles similares
a los observados en el control. En el caso de la maxima concentracion ensayada
(200 ug/L) no se detectaron cambios significativos a ningun tiempo ensayado.

La activacion del EcR inicia un proceso en cascada gue lleva a la activacion de
otros genes que codifican para factores de transcripcion. Entre ellos se encuentran
los genes E74 vy Kr-hl. El primero (E74] se relaciona con la respuesta temprana en
la ruta de la ecdisona, mientras que el segundo (Krh-1) se considera que participa
en la respuesta tardia. Al analizar su actividad transcripcional, no se detectaron
cambios a las 24 h en ninguna de las concentraciones evaluadas. Sin embargo, si se
observé un aumento de los niveles de ARNm en ambos genes a las 48 h con 20 ug/L
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(Figura 12B, 12C]. Esto concuerda con el hecho de que una vez activado el gen E£74,
actla como factor de transcripcion, produciendo cambios en genes de respuesta
tardia como es el caso de Krh-1.
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FIGURA 12. Efectos de la Vinclozolina sobre los genes los genes EcR, E74 y Kr-hl de C. riparius,
relacionados con el sistema endocrino. Analisis de expresion en larvas expuestas a 20 y 200
ug/L de Vz durante 24 y 48 horas. Las graficas representan los valores medios de la expresion,
donde la linea horizontal dentro del recuadro indica la mediana, los limites del recuadro indican
los percentiles 25 y 75 y los bigotes representan los valores mas altos y mas bajos. La media
esta representada por un pequefo circulo dentro de la caja. El numero de larvas para cada
condicion es siete (n = 7). Para los datos distribuidos normalmente, las diferencias significativas
se compararon utilizando ANOVA (ECR], mientras que para los datos no normales se uso
Kruskal-Wallis (E74, Krh-1), (* p =< 0.05).

Una posible diana de los disruptores endocrinos es el metabolissmo de hormonas.
Para valorar si la Vz tenia algun efecto sobre el metabolismo de la ecdisona se
estudiaron los niveles de actividad de los genes Disembodied (DIS] v el citocromo
P450 18al [Cypl8AI), puesto que codifican para enzimas implicadas en la sintesis
e inactivacion de esta hormona respectivamente (Guittard et al,, 2011; Rewitz et
al., 2006]. DIS es una enzima de la familia del citocromo P450, también conocida
como Cyp302al, que participa en la sintesis de la ecdisona a partir del colesterol.
Cypl8al, también es una enzima de la familia de los citocromos P450, pero participa
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en la inactivacion de la forma activa de la hormona. Cuando se analizo el nivel de
ARNmM de DIS, no se detectaron cambios a ninguna de las concentraciones ni de los
tiempos analizados (Figura 13A). Sin embargo, al analizar la actividad transcripcional
de Cypl8al se detectd un aumento en los niveles del ARNm en la concentracion
de 20 pg/L a 48 horas (Figura 13B]. Este resultado sugiere que la Vz puede afectar el
proceso de eliminacion de la forma activa de la ecdisona.
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FIGURA 13. Efectos de la Vinclozolina sobre los genes DIS, Cypi8al, FOXO 'y MAPR de C. riparius,
relacionados con el sistema endocrino. Analisis de expresion en larvas expuestas a 20 y 200
ug/L de Vz durante 24 y 48 horas. Las graficas representan los valores medios de la expresion,
donde la linea horizontal dentro del recuadro indica la mediana, los limites del recuadro indican
los percentiles 25 y 75 y los bigotes representan los valores mas altos y mas bajos. La media
estad representada por un pequefo circulo dentro de la caja. El numero de larvas para cada
condicion es siete (n = 7). Para los datos distribuidos normalmente, las diferencias significativas
se compararon utilizando ANOVA [DIS]), mientras que para los datos no normales se uso
Kruskal-Wallis (Cypl8al, FOXO, MAPR], [* p < 0.05].

El sistema endocrino de insectos es, dentro de los invertebrados, de los mejor
conocidos. Ademas de la ecdisona, existen otras hormonas, como el peptido similar
a la insulina. Aungue no es comun analizar el efecto que tienen los disruptores
endocrinos sobre esta hormona, en el presente trabajo se planted la posibilidad
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de que la Vz afectara también a otras rutas endocrinas diferentes a la respuesta a
ecdisona. Para analizar esta posibilidad, se selecciono el gen FOXO. Este gen codifica
a una proteina implicada en la via de respuesta al péptido equivalente a la insulina e
interviene en procesos celulares tan importantes como la regulacion de la apoptosis,
el ciclo celular y la resistencia frente a la oxidacion celular. Los resultados obtenidos
mostraron que su activacion se produjo unicamente a las 48 h cuando las larvas
fueron expuestas a 20 ug/L de Vz [Figura 13CJ. Por ultimo, se analizo el efecto sobre el
gen que codifica para el receptor huérfano MAPR. El estudio de los niveles de ARNm
de este gen mostrd que no se detectaban cambios significativos en sus niveles en
las condiciones estudiadas (Figura 13D].

5.1.2.2. Efectos de la Vinclozolina en la respuesta a estrés celular

La respuesta de estrés celular, se analizd mediante la determinacion de los niveles
de expresion de los genes Hsp24, Hsp/70 y Gp93, tres genes que codifican para
miemlbros de la familia de proteinas de choque térmico. La Hsp24 es una proteina de
Pajo peso molecular y aunque desempefa un papel crucial en la respuesta celular
frente a contaminantes ambientales, también estd involucrada en un gran numero de
procesos bioldgicos que incluyen el propio desarrollo, diferenciacion y apoptosis
(Bakthisaran et al., 2015; Morrow et al,, 2015). Por otro lado, la Hsp70 es la proteina de
respuesta a estrés que mas frecuentemente se activa en presencia de un agente
quimico o fisico que altera la fisiologia celular. Por ultimo, el gen Gp93, que codifica
para una proteina de la familia de las Hsp90. El analisis de estos genes despues de
24 horas de tratamiento mostrd unos niveles similares a los controles para todas las
concentraciones evaluadas. Sin embargo, a las 48 horas si se produce un aumento
en sus niveles de ARNm que es estadisticamente significativo para la concentracion
mas baja evaluada (20 ug/L) (ver Figura 14]. De acuerdo con estos datos, se puede
decir que la Vz es capaz de alterar la respuesta frente a estrés celular aunque no de
forma dosis-dependiente.

5.1.2.3. Efectos de la Vinclozolina sobre el sistema de detoxificacion celular

La eliminacion y neutralizacion de sustancias extrafias ajenas al organismo se
realiza en un proceso que implica diferentes etapas en las que intervienen distintas
enzimas, que evitan su bioacumulacion una vez que dichas sustancias han accedido
al organismo. Como ya se menciono en el apartado 2.4.2, Ios mecanismos de
destoxificacion implican una fase |, en la que se produce la oxidacion, reduccion
O hidrdlisis de la sustancia por medio de, entre otras, enzimas pertenecientes a
la superfamilia citocromo P450. La siguiente fase, o fase Il, consiste en reacciones
de conjugacion con distintos compuestos polares por medio de transferasas. La
activacion de ambas fases de destoxificacion tras exposicion a Vz, se estudio a traves
del analisis de los niveles de expresion del gen Cyp4G, perteneciente a la fase |, y del
gen de la glutation-S-transferasa delta 3 (GstD3), que se encuentra relacionada con la
defensa antioxidante, en la fase Il.
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FIGURA 14. Efectos de la Vinclozolina sobre genes de C. riparius relacionados con la respuesta a estres
celular. Analisis de expresion del ARNm de los genes Hsp24, Hsp70y Gp93 de larvas expuestas a
20y 200 pg/L de Vinclozolina durante 24 y 48 horas. Las graficas representan los valores medios
de la expresion, donde la linea horizontal dentro del recuadro indica la mediana, los limites del
recuadro indican los percentiles 25 y 75 vy los bigotes representan los valores mas altos y mas
bajos. La media esta representada por un pequefo circulo dentro de la caja. El numero de larvas
para cada condicion es siete [n = 7). Las diferencias se compararon utilizando Kruskal-Wallis,
(* p=<005).

Como se puede observar en la Figura 15A, Cyp4G aumenta su actividad tras 24
horas de exposicion, pero solo para la concentracion de 20 ug/L. Esta activacion
desaparece a las 48 horas, obteniendose valores muy similares al control. Por
otro lado, el analisis de los niveles de ARNmM del gen GstD3 mostro a las 24 horas
de exposicion una tendencia de aumento cuando las larvas fueron expuestas
a 200 pg/L de Vz y, que tambieén desaparecieron transcurridas 48 horas (Figura
15B). Estos resultados sugieren que la Vz puede activar la fase | vy la fase |l, si
bien esta activacion temprana de los mecanismos de destoxificacion no parece
mantenerse en el tiempo.
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FIGURA15. Efectos de la Vinclozolina sobre el sistema de destoxificacion celular de C. riparius. Analisis
de expresion del ARNm de los genes Cyp4G, y GstD3 de larvas expuestas a 20 y 200 pg/L de
Vinclozolina durante 24 y 48 horas. Las graficas representan los valores medios de la expresion,
donde la linea horizontal dentro del recuadro indica la mediana, los limites del recuadro indican
los percentiles 25y 75 y los bigotes representan los valores mas altos y mas bajos. La media esta
representada por un pequefo circulo dentro de la caja. El numero de larvas para cada condicion
es siete (n = 7). Las diferencias se compararon utilizando ANOVA, (* p < 0.05].

5.1.3. Efectos genotoxicos de la Vinclozolina

El estudio de la genotoxicidad de un xenobidtico, resulta de gran relevancia pues
un dano en el ADN produce inestabilidad gendmica, la cual puede comprometer la
viabilidad celular. En este apartado, se aborda una doble evaluacion de los efectos de
la Vz: por un lado se valord la genotoxicidad de la Vz propiamente dicha mediante el
ensayo cometa y por otro lado se analizaron genes relacionados con la reparacion
del dafo al ADN.

5.1.3.1. Ensayo cometa

El ensayo cometa es un metodo de uso habitual para el andlisis del dafo que se
produce en el ADN. La valoracion se realizd a partir de una serie de parametros: el
porcentaje de ADN en cola, la longitud de la cola, el momento cola y el momento
oliva, que son considerados como los mas representativos de este ensayo de
genotoxicidad. Como se puede observar en la Figura 16A, el porcentaje de ADN
en la cola, que indica el dano total producido por el compuesto, muestra una clara
induccion cuando las larvas se expusieron a 20 y 200 pg/L. Al analizar el momento
oliva, que aporta informacion relativa al dafio total al ADN con respecto al tamafio
medio de los fragmentos, se observa una respuesta dosis dependiente con aumento
estadisticamente significativo para ambas concentraciones (Figura 16D). Por otro lado,
tanto la longitud de cola [Figura 16B) que se refiere a la distancia de migracion del
ADN desde la cabeza del cometa hasta el extremo de la cola, como el momento cola
(Figura 16C]J, que relaciona el dafio total con el fragmento mas pequefio muestran una
vez mas una clara induccion dosis-dependiente con un aumento estadisticamente
significativo para ambas concentraciones.
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Estos resultados muestran en conjunto una clara induccion de roturas de ADN, lo
que evidencia un dafo genotoxico en larvas de C. riparius por exposicion a Vz a las
concentraciones estudiadas.
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FIGURA 16. Analisis del efecto genotodxico en el ADN de larvas de C. riparius expuestas a 20 y 200 pg/L
de Vinclozolina durante 24 horas. Dano en el ADN representado mediante el porcentaje de ADN en
cola, la longitud de la cola, el momento cola y el momento oliva. Los valores representan la media
y el error estandar de la media, para las mediciones tomadas en tres experimentos [ n = 13 larvas).
Las diferencias se compararon utilizando ANOVA, (* p < 0.05).

5.1.3.2. Efectos de la Vinclozolina en la expresion de genes relacionados
con el dano al ADN

El dano al ADN supone un riesgo para el individuo, pero también para la poblacion
a largo plazo. Una vez producido, el organismo puede activar los mecanismos de
reparacion y estos pueden revertir el efecto genotoxico. Con el objetivo de evaluar
Si tras la exposicion de Vz se activan estos mecanismaos, se seleccionaron cuatro
genes que se encuentran involucrados en procesos de reparacion del ADN. Los
genes seleccionados fueron: el gen ATM, por tratarse de una proteina que media
en la respuesta frente a roturas de doble cadena del ADN (Guleria and Chandna,
2016; IJIMA et al., 2008], el gen XRCCI, que codifica para una proteina de reparacion
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por escision de base involucrada en los procesos de reparacion de rotura de
una sola hebra [Brem and Hall, 2005; London, 2015); el gen DECAY que resulta
esencial en la sefalizacion apoptdtica (Dorstyn et al., 1999]); y por ultimo, el gen NLK
relacionado con mecanismos de reparacion del dano al ADN, al intervenir en la
activacion de p5b3 vy por tanto inducir la respuesta de la célula ante el dano del ADN
(Zhang et al., 2014]).
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FIGURA 17. Efecto de la Vinclozolina sobre genes de C. riparius relacionados con el dafio al ADN.
Analisis de expresion del ARNm de los genes ATM, XRCC-1, NLK y DECAY de larvas expuestas a
20 y 200 pg/L de Vinclozolina durante 24 horas. Las graficas representan los valores medios de la
expresion, donde la linea horizontal dentro del recuadro indica la mediana, los limites del recuadro
indican los percentiles 25 y 75 y los bigotes representan los valores mas altos y mas bajos. La
media esta representada por un pequeno circulo dentro de la caja. El numero de larvas para cada
condicion es siete (n = 7). Las diferencias se compararon utilizando Kruskal-Wallis, (* p < 0.05].

Como se puede observar en la Figura 17A, el gen ATM mostrd un aumento
estadisticamente significativo en larvas expuestas a 20 pg/L, mientras que a 200 pg/L
se observa una inhibicion. Los niveles de ARNm de XRCC-I(Figura 17B] presentan una
tendencia similar a la observada para ATM, con un aumento a 20 pg/ v una inhibicion
a 200 pg/L. Por otro lado, NLK mostrd una respuesta dosis-dependiente con una
disminucion en presencia de ambas concentraciones (Figura 17C). Finalmente, la
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expresion de DECAY se mantuvo muy similar a los niveles observados del control
y NO se observaron efectos estadisticamente significativos tras la exposicion a Vz
(Figura 17D). Estos resultados indican que todos los genes analizados relacionados
con procesos de reparacion del ADN [ATM, NLK y XRCC-1) se alteran mientras que el
gen relacionado con la apoptosis [DECAY) no varia su actividad transcripcional.

5.2. Exposicion crénica en sistemas agua-sedimento de
larvas de Chironomus riparius. Efectos en el desarrollo

y la reproduccion

Los efectos cronicos de la exposicion a Vz a las concentraciones de 2, 20, 200
y 2000 pg/L en sistemas agua-sedimento se evaluaron mediante tres parametros
segun las recomendaciones de la OECD [OECD, 2010J: la tasa de desarrollo, que
representa la proporcion de desarrollo larvario que tiene lugar en un dia, el ratio de
emergencia de adultos, y el numero de masas depositadas por hembra (fecundidad).
Los efectos en el desarrollo (tasa de desarrollo y emergencia de adultos) pueden
afectar al numero de individuos en fase adulta con posibilidades de reproducirse, o
que junto con su éxito reproductivo son determinantes para la supervivencia de una
poblacion.

La tasa de desarrollo [Figura 18A), fue ligeramente superior a las concentraciones
de Vz mas altas (200 y 2000 ug/L). Sin embargo, no se observaron diferencias
significativas, por lo gue la Vz no produjo un efecto en el ritmo de desarrollo larvario
hacia la fase adulta. Cuando se observa el ratio de emergencia [Figura 18BJ, es decir el
numero de larvas que llegan a la fase adulta al final del ensayo, se puede ver que en la
concentracion menor (2 pug/L] se alcanzd un mayor numero de individuos en la fase
adulta. Sin embargo, este aumento no resulto significativo volviendo a los niveles del
control en el resto de concentraciones analizadas. Los efectos sobre la reproduccion
se analizaron mediante el calculo de la fecundidad [nimero de puestas/nimero
de hembras]. Este parametro mostrd una tendencia de aumento progresivo con la
concentracion, si bien no se observaron diferencias estadisticamente significativas
(Figura 18C]. En resumen, los efectos de la Vz en el desarrollo y reproduccion de
C. riparius no fueron significativos, aungque se observd un comportamiento diferente
respecto del control que varid segun la concentracion y el parametro utilizado.
Teniendo en cuenta los efectos transgeneracionales descritos para la Vz [Anway
et al., 2005], este ensayo se extendio con la fase embrionaria exponiéndola al mismo
tratamiento a la que estuvo expuesta la fase larvaria parental. Dichos resultados se
presentan en el apartado 5.3.

5.3. Efectos de la Vinclozolina sobre embriones de
Chironomus riparius

La fase embrionaria, se caracteriza por ser la mas sensible en el ciclo de vida de
un organismo vivo. Una vez que la hembra deposita la masa de huevos, el desarrollo
embrionario de C. riparius tiene lugar en aproximadamente 3 o 4 dias hasta la eclosion
del primer estadio larvario. Durante este tiempo se producen numerosos cambios en
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la expresion de genes relacionados con procesos que regulan la embriogénesis. Los
tratamientos en embriones con Vz se llevaron a cabo con masas de huevos divididas
en dos partes iguales con la finalidad de evitar efectos por diferencias en la fase de
desarrollo embrionario de los huevos expuestos, ya que los huevos de una misma
puesta progresan de manera sincronica [ver Figura 10].
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FIGURA 18. Efectos de la Vinzclozolina sobre la tasa de desarrollo (A, el ratio de emergencia de adultos
[mosquitos] (B] vy la fecundidad (puestas totales/nimero de hembras) (C) de C. riparius. Los valores
representan la media y el error estandar (SE] de tres réplicas (n = 75 larvas). Las diferencias se
compararon utilizando ANOVA.

5.3.1. Efectos embriotdxicos

Los efectos embriotdxicos se analizaron mediante el porcentaje de eclosion,
permitiendo obtener los efectos sobre la viabilidad del embrion. Los embriones
fueron expuestos durante 48 horas a 2, 20 y 200 pg/L de Vz, aproximadamente
entre las 24 horas después de la ovoposicion y hasta el momento de la eclosion. Se
contabilizd el porcentaje de huevos eclosionados de la mitad de la masa no expuesta
(control] y de la mitad tratada. Los efectos embriotdxicos se estudiaron en embriones
procedentes de cultivos [es decir provenientes de una generacion de parentales no
expuestos]y de embriones procedentes del ensayo de exposicion cronica en sistemas
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agua-sedimento descrito en el apartado 5.2 (generacion parental expuesta). Como
se muestra en la Figura 19, la exposicion a 2, 20 y 200 ug/L de Vz retrasa de manera
significativa la eclosion de los embriones procedentes de una generacion parental no
expuesta. Ademas se observa una inhibicion total de la eclosion a la concentracion
de 200 pg/L en embriones obtenidos tras exponer a la generacion parental
(Figura 19B), aumentando por tanto la sensibilidad de la fase embrionaria con respecto
a la no exposicion previa de sus progenitores en esta concentracion.
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FIGURA 19. Porcentaje de eclosion de embriones de C. riparius tras la exposicion a 2, 20, 200 pg/L de
Vinclozolina. Resultados obtenidos en embriones provenientes de generacion parental sin exponer
[A] y de parentales expuestos [B]. Las diferencias se compararon utilizando ANOVA, [* p < 0.05).

5.3.2. Efectos en la expresion génica

Con el fin de obtener informacion sobre los mecanismos moleculares que podrian
relacionarse con una disminucion de la viabilidad del embridn tras exposicion a Vz
se estudio la expresion de distintos genes relacionados con la ruta hormonal de
la ecdisona y con la respuesta a estres celular. La expresion génica en embriones
se estudio a dos tiempos de exposicion (8 v 24 horas) con el fin de establecer
paralelismos con los estudios de expresion génica con larvas (24 y 48 horas] a las
mismas concentraciones utilizadas en la fase larvaria (20 y 200 pg/L de Vz).

5.3.2.1. Efecto de la Vinclozolina sobre genes relacionados
con el sistema endocrino

Para la realizacion de estos experimentos, al igual que en los ensayos de
embriotoxicidad, las masas de huevos se dividieron en dos partes iguales. Como se
puede observar en la Figura 20A, transcurridas 8 horas de tratamiento se produce
una activacion de la expresion del gen EcR con 20 ug/L y un efecto contrario
con la concentracion de 200 ug/L. Este hecho se repite a las 24 horas de manera
mas pronunciada (Figura 20B). El comportamiento del factor de transcripcion E£74
intimamente relacionado con el EcR, fue similar. Se observa un aumento en los
niveles de expresion del ARNm cuando los embriones se exponen a 20 ug/L, tanto a

80




AN RESULTADOS N

las 8 horas [Figura 20C) como a las 24 horas (Figura 20D], y una fuerte inhibicion con
200 pg/L con respecto al control en ambos tiempos de exposicion.
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FIGURA 20. Analisis de expresion del ARNm en genes relacionados con el sistema endocrino (EcR,
E74) de embriones de C. riparius expuestos a 20 y 200 ug/L de Vinclozolina durante 8 y 24 horas.
Los valores representan la media y el error estandar de la media, para las mediciones tomadas en
tres experimentos independientes. Las diferencias se compararon utilizando ANOVA], [* p < 0.05].

La HJ resulta esencial para procesos como la metamorfosis v la reproduccion
en insectos, cobrando mayor importancia en etapas tempranas del desarrollo (ver
apartado 2.4.1), por ello resulta de gran importancia el analisis de sus receptores
como MET. En la Figura 21A se muestra una clara induccion de los niveles de ARNm
del gen MET a las 8 horas y 20 ug/L de exposicion en embriones. Sin embargo, 200
ug/Ly el resto de tiempos analizados se mantienen los niveles iguales con respecto
a los controles. El receptor de progesterona asociado a membrana [MAPR] media
en diferentes mecanismos celulares de respuesta rapida. No obstante, su papel
fisiologico sigue siendo desconocido ya que se desconoce su ligando [Mifsud and
Bateman, 2002]. En la Figura 21C se muestra que hay una sobreexpresion de MAPR
tras 8 horas y 20 pg/L de exposicion, mientras que a las 24 horas se observa su
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FIGURA 21. Analisis de expresion del ARNm en genes relacionados con el sistema endocrino (MET,
MAPR e INR) de embriones de C. riparius expuestos a 20 y 200 pg/L de Vinclozolina durante 8 y
24 horas. Los valores representan la media y el error estandar de la media, para las mediciones
tomadas en tres experimentos independientes. Las diferencias se compararon utilizando ANOVA],
(* p=<0.05).
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inhibicion para 20 y 200 ug/L (Figura 21D). Por Ultimo se estudio la expresion del gen
INR (del inglés, Insulin-like receptor) involucrado en procesos similares al receptor
de la insulina, dado que la via de la insulina en insectos regula el almacenamiento
de lipidos vy carbohidratos. En las Figuras 21E y 21F se muestra como en 10s tiempos
y concentraciones analizadas no hay diferencias significativas con respecto a los
controles en ninguna de las condiciones experimentales.

5.3.2.2. Efecto de la Vinclozolina sobre genes relacionados
con la respuesta a estrés celular

Aligual gue en el apartado 5.1.2.2 y con el objetivo de evaluar una posible alteracion
celular provocada por la Vz que pudiese desencadenar una respuesta de estrés
celular, se analizaron los niveles de expresion de Gp93 'y los genes de proteinas de
estrés (Hsp40, Hsp60, Hsp70). El analisis del gen Gp93 no mostrd ninguna alteracion
en los niveles de expresion de su ARNm [Figura 22). Por el contrario, se observo
una fuerte induccion a las 8 horas de la actividad transcripcional de expresion de
Hsp40 cuando los embriones son expuestos a 20 pg/L (Figura 23A). Al analizar el
comportamiento de Hspb60 se observo una inhibicion a las 8 horas y 20 ug/L de Vz
(Figura 23CJ, si bien el efecto contrario se observo a las 24 horas de exposicion para
los dos tratamientos (20 y 200 ug/L) (Figura 23D). Por otro lado, los niveles de ARNm
de Hsp/0 aumentaron de manera estadisticamente significativa a las 8 horas y 20
ug/L, mientras que dicho periodo de exposicion produjo una inhibicion para 200
ug/L [Figura 23E]. La inhibicion se transforma en una sobreexpresion muy acusada a
las 24 horas, que se puede apreciar con 200 pg/L [Figura 23F).
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FIGURA 22. Andlisis de expresion del ARNm del gen Gp93, relacionado con la respuesta a estrés
celular de embriones de C. riparius expuestos a 20 y 200 ug/L de Vinclozolina durante 8 y 24
horas. Los valores representan la media vy el error estandar de la media, para las mediciones
tomadas en tres experimentos. Las diferencias se compararon utilizando ANOVA, [* p < 0.05].
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FIGURA 23. Analisis de expresion del ARNm de genes relacionados con la respuesta a estres celular
(Hsp40, Hsp60 vy Hsp70) de embriones de C. riparius expuestos a 20 y 200 pg/L de Vinclozolina
durante 8 y 24 horas. Los valores representan la media y el error estandar de la media, para las
mediciones tomadas en tres experimentos. Las diferencias se compararon utilizando ANOVA,
(* p = 0.05].
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5.4 Exposiciones agudas de Vinclozolina en

5.4.1 Efectos en la supervivencia

La supervivencia de adultos de P. acuta se estudid en un rango de concentraciones
para la seleccion de tratamientos posteriores. Los adultos de P acuta se expusieron a
20, 200, 500 y 5000 pg/L de Vz y se observaron los posibles efectos letales cada 24
horas hasta un total de 96 horas. El rango de concentraciones empleado se selecciond
teniendo en cuenta estudios previos con este mismo organismo [Sanchez-Arguello
et al, 2012], los cuales se centraban en efectos subletales. Los resultados muestran
que la Vz no produjo ningun efecto sobre la supervivencia de los adultos de P acuta
(Figura 24). La supervivencia es igual a la observada para la situacion control, incluso
a la concentracion mas alta estudiada (5000 pg/L).
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FIGURA 24. Curva de supervivencia de P acuta tras exposicion a 20, 200, 500 y 5000 ug/L de

Vinclozolina tras 24, 48, 72 'y 96 h. Los valores representan la media y el error estandar (SE) de tres
experimentos independientes [n = 150).

5.4.2 Efectos en la expresion génica

Para el analisis de los cambios producidos en la expresion de los distintos
marcadores moleculares se empled la RT-PCR, que permite determinar con un alto
grado de sensibilidad posibles variaciones en los niveles de ARNm de los genes
seleccionados para el estudio. Estos se relacionan con importantes procesos
biologicos, como son:
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o Genes relacionados con el sistema endocrino.

e La respuesta a estrés celular y el metabolismo celular, incluyendo
genes implicados en el mantenimiento de la homeostasis y en la
supervivencia celular.

El andlisis de la expresion se realizd exponiendo a adultos de P acuta durante
24 horas a las mismas concentraciones de Vz que C. riparius y que no producian
letalidad: 20 v 200 pg/L.

5.4.2.1. Efectos de la Vinclozolina sobre la expresidon de genes
relacionados con el sistema endocrino

Con el objetivo de analizar como afecta el compuesto al sistema endocrino, se
analizd el gen que codifica para el receptor de estrogenos (ER] y el gen que codifica
para la Hsp90,una proteina relacionada con el plegamiento del ER (Eckl and Richter,
2013). Tal y como se puede observar en la Figura 25, la exposicion a 20 y 200 pg/L de
Vz, no altera los valores de ninguno de los genes analizados transcurridas 24h. Estos
datos sugieren que la exposicion a Vz no parece afectar de manera significativa a los
genes relacionados con el sistema endocrino analizados.
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FIGURA 25. Efecto de la Vinclozolina sobre genes relacionados con el sistema endocrino de P. acuta.
Andlisis de expresion del ARNm de los genes ERy Hsp90de adultos de P. acutaexpuestosa 20y 200
ug/L de Vz durante 24 horas. Las graficas representan los valores medios de la expresion, donde la
lineahorizontal dentrodel recuadroindicalamediana, los limites del recuadroindicanlos percentiles
25y 75 y los bigotes representan los valores mas altos y mas bajos. La media esta representada
por un pequefio circulo dentro de la caja. El numero de adultos para cada condicion es siete
(n = 7). Las diferencias se compararon utilizando ANOVA, (* p < 0.05].

5.4.2.2. Efectos de la Vinclozolina en la respuesta a estrés celular

Con el objetivo de evaluar una posible alteracion celular provocada por la
exposicion a Vz, que pudiese desencadenar una respuesta de estrés celular, se
analizaron los niveles de expresion génica de los genes Hsplb.6, Hspl7, Hsp20.4
y Cu/Zn SOD. Las HSP de pequefio tamafio son chaperonas involucradas en el
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mantenimiento de la homeostasis celular ademas de su participacion en otros
procesos, como el desarrollo o la regulacion de la apoptosis [Arrigo, 1998; Gu et al.,
2012) por ello son un vinculo interesante entre las respuestas celulares y los efectos
fisiologicos de los toxicos. Por su parte, Cu/Zn SOD [superoxido dismutasa de cobre/
zinc), codifica para una enzima que participa en el estrés oxidativo, eliminando las
especies reactivas de oxigeno tanto en el citosol, como en el espacio de lamembrana
mitocondrial [Valavanidis et al., 2006].

En comparacion con el control, observamos una disminucion estadisticamente
significativa de la actividad transcripcional de Hsp20.4 a 20 pg/L de Vz (Figura
26C). Aunque la Hspl6.6 y Hspl7 también disminuyeron, las diferencias no fueron
estadisticamente significativas (Figura 26A v 26B]. Por su parte, el gen Cu/Zn SOD
no experimentd cambios, para ninguna de las concentraciones analizadas (20
y 200 pg/L] (Figura 26D). De acuerdo con los datos obtenidos, se puede concluir
que el compuesto es capaz de alterar la respuesta a estres celular inhibiendo
significativamente la actividad del gen Hsp204, y reduciendo ligeramente la
expresion de los genes Hsple.6'y Hspl7, aunque sin alterar Cu/Zn SOD.
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FIGURA 26. Analisis de expresion del ARNm de los genes Hsplb.6, Hspl7, Hsp204 y Cu/Zn SOD
en adultos de P. acuta expuestos a 20 y 200 pg/L de Vinclozolina durante 24 horas. Las graficas
representan los valores medios de la expresion, donde la linea horizontal dentro del recuadro
indica la mediana, los limites del recuadro indican los percentiles 25 y 75 v los bigotes representan
los valores mas altos y mas bajos. La media esta representada por un pequeno circulo dentro de
la caja. El niumero de adultos para cada condicion es siete (n = 7). Las diferencias se compararon
utilizando ANOVA, (* p < 0.05).
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5.4.2.3. Efectos sobre el sistema de destoxificacion celular

La evaluacion de los procesos de destoxificacion se realizo a traves del estudio
de los niveles de expresion de genes relacionados con las tres fases del proceso
de destoxificacion: tres variantes del gen Cyp450 (relacionados con la fase 1), la
expresion de GSTt2 y GSTol (enzimas relacionadas con la fase Il] y el gen de la
Multidrug Resistant Protein 1, MRPI-ABC (relacionado con la fase ).

En la Figura 27, se muestran los resultados de los niveles de expresion de los
genes estudiados. La exposicion durante 24 h a 20 y 200 pg/L, no produjo diferencias
estadisticamente significativas en los genes analizados. No obstante, hay una
induccion de dos de los genes de la fase | de detoxificacion [CYP3A7y CYP4F22) a 20
ug/L (Figuras 27By 27CJ. Esto puede indicar que se estad produciendo una activacion
de los mecanismos de eliminacion del xenobidtico. Al analizar los genes relacionados
conlafasell, se puede ver que los niveles de actividad tanto para el gen GSTt2 [Figura
27D], como para GSTol [Figura 27E] presentan niveles similares a los encontrados en
los controles. La misma tendencia se observa al analizar el gen MRPI-ABC (Figura 27F),
es decir niveles de ARNm similares al control. En conjunto, los resultados obtenidos
mostraron una tendencia muy similar para ambas concentraciones, aungue si se
observa un aumento para Cyp4F22 y la GSTt2 a 20 ug/L. Estos resultados indican
que las distintas fases de la destoxificacion, no se activan en presencia de la Vz, al
contrario que lo descrito para el caso de C. riparius (ver apartado 5.1.2.3).

5.4.3. Efectos genotoéxicos de la Vinclozolina

Como ya se menciond en el apartado 5.1.3, en la evaluacion del riesgo de un
compuesto se requiere el estudio de la genotoxicidad, puesto que el dafo en el
ADN produce inestabilidad gendmica. El estudio de la genotoxicidad de Vz, tal y
como se hiciera con C. riparius, se abordd desde dos perspectivas: estudio de la
genotoxicidad propiamente dicha mediante el ensayo cometa vy el andlisis de genes
relacionados con el dafo al ADN (genes de reparacion y desencadenantes de
muerte celular programada © apoptosis).

5.4.3.1. Ensayo cometa

Los parametros elegidos del ensayo cometa fueron el porcentaje de ADN en
cola, la longitud de la cola, el momento cola y el momento oliva, al igual que en
el caso de C. riparius. En la Figura 28A se observa que el porcentaje de ADN en
la cola muestra una induccion estadisticamente significativa cuando los adultos de
P acuta se expusieron a 200 pg/L de Vz. Para los otros tres parametros analizados
(longitud de cola, momento cola y el momento oliva] se observa un aumento
estadisticamente significativo paralaconcentracionde 20 ug/L, sibienlaconcentracion
de 200 pg/L indujo un aumento, aungue este no fue significativo respecto al control
(Figuras 28B, 28C y 28D]. Por tanto, estos resultados muestran un incremento en la
frecuencia en la que ocurren roturas de ADN, y por tanto que la exposicion a Vz
podria provocar dafo genotdxico en P acuta.
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FIGURA 27. Efectos de la Vinclozolina sobre genes relacionados con mecanismos de destoxificacion
de P acuta. Analisis de expresion del ARNm de los genes Cyp2UIl, Cyp3A7, Cyp4F22, GSTt2,
GSTol, MRPI-ABC de adultos de P acuta expuestos a 20 y 200 ug/L de Vinclozolina durante 24
horas. Las graficas representan los valores medios de la expresion, donde la linea horizontal
dentro del recuadro indica la mediana, los limites del recuadro indican los percentiles 25 y 75
y los bigotes representan los valores mas altos y mas bajos. La media esta representada por un
pequefo circulo dentro de la caja. El nimero de adultos para cada condicion es siete (n = 7). Las
diferencias se compararon utilizando ANOVA, (* p < 0.05].
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FIGURA 28. Analisis del efecto genotoxico en el ADN de adultos de P. acuta expuestos a 20 v 200
ug/L de Vinclozolina durante 24 horas. Dafio en el ADN representado mediante el porcentaje de
ADN en colg, la longitud de la cola, el momento cola y el momento oliva. Los valores representan
la media y el error estandar de la media, para las mediciones tomadas en tres experimentos
[n =13 adultos). Las diferencias se compararon utilizando ANOVA, (* p < 0.05].

5.4.3.2. Efectos de la Vinclozolina en genes relacionados con el dafio al ADN

Como vya se mencion® con anterioridad [ver apartado 5.1.3.2], se evaluaron
los efectos de la Vz sobre genes relacionados con el dafo al ADN. Para ello se
seleccionaron siete genes que se encuentran involucrados en procesos de reparacion
del ADN. El gen ATM, relacionado con la respuesta frente a roturas de doble cadena
del ADN, y el gen ATR que se activa en respuesta a roturas de una Unica hebra (Stepnik
et al., 2015). Por su parte, el gen RADI [del inglés Radiation sensitive 1) codifica para
una proteina que se activa para detener la progresion del ciclo celular en respuesta
al dano del ADN o a la replicacion incompleta. El gen XPAI que codifica para una
proteina implicada en la reparacion por escision de nucledtidos (NER, del inglés
Nucleotide excision repair], una via importante para reparar gran variedad de dafios
en el ADN, incluidos los producidos por la radiacion UV, los carcindgenos y otros
quimicos. Por ultimo XRCC-2 y XRCC-4 son proteinas involucradas en la reparacion
de roturas de doble cadena del ADN mediante recombinacion homaologa.
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FIGURA 29. Efecto de la Vinclozolina sobre los genes ATM, ATR y RAD-I, relacionados con el dafo al
ADN en P acuta. Andlisis de expresion del ARNm de los genes en adultos de P. acuta expuestos a
20 y 200 pg/L de Vinclozolina durante 24 horas. Las graficas representan los valores medios de la
expresion, donde la linea horizontal dentro del recuadro indica la mediana, los limites del recuadro
indican los percentiles 25 y 75 v los bigotes representan los valores mas altos y mas bajos. La media
esta representada por un pequefo circulo dentro de la caja. El nimero de individuos para cada
caja es siete (n = 7). Las diferencias se compararon utilizando Kruskal-Wallis, [* p < 0.05).

Como se puede ver en la Figura 29A, el gen ATM mostrd una fuerte inhibicion
estadisticamente significativa en adultos expuestos a 20 y 200 ug/L. Los niveles de
actividad de ATR, presentan una fuerte induccion para la concentracion mas baja
evaluada (20 pg/L), mientras que para la concentracion de 200 pg/L se mantuvo en
niveles similares al control (Figura 29B). Del mismo modo, los niveles de ARNm de RADI
fueron similares a los valores del control para ambas concentraciones (Figura 29C). Por
otro lado la transcripcion de XPA-Ty XRCC2 mostrd una inhibicion dosis dependiente con
una marcada disminucion en presencia de ambas concentraciones [Figuras 30B y 30C).
Por su parte, CASP3 no muestra alteraciones en los niveles de ARNm (Figura 30D]. Por
ultimo XRCC-4 no manifestd cambios apreciables en los niveles de ARNm (Figura 30D).
Estos resultados sugieren que 1os genes que se encuentran relacionados con procesos
de reparacion [ATM, ATRy XRCC-2), se encuentran alterados, mientras que el gen RADI,
relacionado con la progresion del ciclo celular, no altera su actividad transcripcional.
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FIGURA 30. Efecto de la Vinclozolina sobre los genes CASP3, XPA-1, XRCC-2y XRCC-4, relacionados con
el dafio al ADN en P. acuta. Andlisis de expresion del ARNm en adultos expuestos a 20 y 200 ug/L
de Vinclozolina durante 24 horas. Las graficas representan los valores medios de la expresion,
donde la linea horizontal dentro del recuadro indica la mediana, los limites del recuadro indican
los percentiles 25 y 75 y los bigotes representan los valores mas altos y mas bajos. La media esta
representada por un pequefo circulo dentro de la caja. El niumero de individuos para cada caja
es siete [n = 7). Las diferencias se compararon utilizando Kruskal-Wallis, (* p < 0.05].

5.5. Efecto de la Vinclozolina en biomarcadores
génicos polisomales

Al igual que lo descrito en el apartado 5.1, la alteracion de la expresion genica se
puede ver afectada por la accion de la Vz, al inducir e inhibir de forma diferencial
ciertos genes. Aunque se produzca un cambio a nivel transcripcional, este no tiene
necesariamente que implicar una produccion de la proteina ya que se puede
producir una alteracion en la traduccion. Para analizar esta posibilidad se utilizo el
aislamiento de polisomas y posterior estudio con RT-PCR. El perfil polisomico permite
el aislamiento de aguellos transcritos que se estan traduciendo activamente.
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5.5.1. Efecto de la Vinclozolina en biomarcadores génicos polisomales
de Chironomus riparius

Con el fin de comparar las posibles alteraciones producidas vy las diferencias
causadas por la Vz a nivel de traduccion, en este apartado los genes analizados
fueron los mismos que los descritos en los apartados 5.1.2.1, 5.1.2.2 y 5.1.2.3. El analisis
de la expresion se realizd exponiendo larvas del cuarto estadio de C. riparius a las
mismas condiciones que las descritas en el apartado 5.1.2.

5.5.1.1 Efectos sobre el sistema endocrino

Los resultados obtenidos (Figura 31A], muestran como el gen EcR presenta unos
niveles similares al control excepto a las 48 horas de exposicion, donde se produce
una inhibicién a la concentracion mas alta evaluada (200 ug/L).
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FIGURA 31. Efectos de la Vinclozolina sobre la expresion polisomal en C. riparius de los genes
ECR, E74 'y Kr-hi, relacionados con el sistema endocrino. Analisis de larvas expuestas a 20 y 200
ug/L de Vz durante 24 y 48 horas. Las graficas representan los valores medios de la expresion,
donde la linea horizontal dentro del recuadro indica la mediana, los limites del recuadro
indican los percentiles 25 vy 75 vy los bigotes representan los valores mas altos y mas bajos.
La media esta representada por un pequeno circulo dentro de la caja. El numero de larvas
para cada condicién es siete (n = 7). Para los datos distribuidos normalmente, las diferencias
significativas se compararon utilizando ANOVA, [* p < 0.05).
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El ECR es el iniciador de un proceso en cascada que lleva a la activacion de otros
genes que codifican para factores de transcripcion, entre los que se encuentran los
genes E74 'y Kr-hl. El primero [E74) no presentd cambios en los ARNm asociados a los
polisomas a ninguna de las concentraciones ni tiempos estudiados (Figura 31B). Por
otro lado, Krh-I, mostro un descenso a las 24 horas con la concentracion mas baja
evaluada (20 pg/L] (Figura 31CJ.
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FIGURA 32. Efectos de la Vinclozolina sobre la expresion polisomal en C. riparius de los genes DIS,
Cypl8al, FOXO y MAPR, relacionados con el sistema endocrino. Analisis de larvas expuestas
a 20 y 200 pg/L de Vz durante 24 y 48 horas. Las graficas representan los valores medios de
la expresion, donde la linea horizontal dentro del recuadro indica la mediana, los limites del
recuadro indican los percentiles 25 y 75 y los bigotes representan los valores mas altos vy
mas bajos. La media esta representada por un pequeno circulo dentro de la caja. El numero
de larvas para cada condicion es siete (n = 7). Para los datos distribuidos normalmente, las
diferencias significativas se compararon utilizando ANOVA, [* p < 0.05].

Dos genes relacionados con el metabolismo de la ecdisona, DIS y Cypl8al,
mostraron un comportamiento diferente, ya que para el primero se detectd una
disminucion para la concentracion de 20 pg/L a las 24 horas (Figura 32A), mientras
que en el segundo no se detectaron cambios a ninguna de las concentraciones Ni
de los tiempos analizados (Figura 32B].
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El analisis de la traduccion de genes relacionados con hormonas diferentes a
la ecdisona Unicamente mostrd un efecto de inhibicion para FOXO a las 48 h de
tratamiento cuando las larvas son expuestas a 200 ug/L (Figura 32C].

5.5.1.2. Efectos en la respuesta a estrés celular

El analisis polisomal en relacion a la respuesta de estrés celular se analizd mediante
la determinacion de los niveles de ARNm asociados a polisomas de los genes Hsp24,
Hsp70 y Gp93. Mientras Hsp24 v Gp93 no mostraron cambios a ninguna de las
concentraciones ni de los tiempos analizados (Figuras 33A y 33C), Hsp70 presentd
un descenso a las 24 horas de tratamiento para la concentracion mas baja evaluada
(20 pg/L) [Figura 33B]. Estos datos sugieren que la Vz podria alterar la traduccion de
algunos ARNm involucrados en la respuesta de estres celular.
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FIGURA 33. Efectos de la Vinclozolina sobre genes polisomales de C. riparius relacionados con la
respuesta a estres celular. Andlisis de expresion del ARNm de los genes Hsp24, Hsp70y Gp93 de
larvas expuestas a 20y 200 ug/L de Vinclozolina durante 24 v 48 horas. Las graficas representan los
valores medios de la expresion, donde la linea horizontal dentro del recuadro indica la mediana,
los limites del recuadro indican los percentiles 25y 75 y los bigotes representan los valores mas
altos y mas bajos. La media esta representada por un pequeno circulo dentro de la caja. El numero
de larvas para cada condicion es siete (n = 7). Las diferencias se compararon utilizando ANOVA,
(*p=<005].
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5.5.1.3. Efectos en la respuesta de destoxificacion celular

La activacion de la fase | [que implica la oxidacion, reduccion o hidrolisis de la
sustancia por medio de enzimas pertenecientes a la superfamilia citocromo P450] vy
la fase Il (que conlleva la conjugacion con distintos compuestos polares por medio
de transferasas) de destoxificacion tras exposicion a Vz, se estudio a través del analisis
de los niveles de traduccion del gen Cyp4G, perteneciente a la fase |, y del gen de
la glutation-S-transferasa delta 3 (GstD3), de la fase |l.

Como se puede observar en la Figura 34A, Cyp4G disminuye su actividad tras 48
horas de exposicion, pero solo para la concentracion de 200 pg/L. Finalmente, el
analisis de los niveles de ARNm del gen GstD3 mostro niveles similares para ambos
tiempos y concentraciones, sin ser significativos con respecto al control (Figura 34B].
Estos resultados sugieren que la Vz podria activar la fase | del sistema de destoxificacion.

A 60 Cyp4G B 40 GstD3

30

—

IS
S

S
Unidades arbitrarias

Unidades arbitrarias

J

& g -
0
0
Control  20pgll  200ugll  Control 20 gl 200 pg/L Control - 20 g/l 200pg/l  Control 20 g/l 200 g/l
24 horas 48 horas 24 horas 48 horas

FIGURA 34. Efectos de la Vinclozolina sobre genes polisomales de C. riparius relacionados con
el sistema de destoxificacion celular. Analisis de expresion del ARNm de los genes Cyp4G, y
GstD3 de larvas expuestas a 20 y 200 pg/L de Vinclozolina durante 24 y 48 horas. Las graficas
representan los valores medios de la expresion, donde la linea horizontal dentro del recuadro
indica la mediana, los limites del recuadro indican los percentiles 25 y 75 y los bigotes representan
los valores mas altos y mas bajos. La media esta representada por un pequefo circulo dentro de
la caja. El numero de larvas para cada condicion es siete [n = 7). Las diferencias se compararon
utilizando ANOVA, [* p < 0.05].
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6. Discusion

6.1 Ensayos ecotoxicolégicos

El potencial toxico de la Vz ha sido estudiado principalmente en vertebrados,
actuando como un compuesto antiandrogeénico (Kelce and Wilson, 1997), alterando
el desarrollo tanto de los genitales externos como de las funciones mamarias (Flick
etal., 2017; Hoffmann and Kloas, 2016; Jedeon et al., 2016]. Sin embargo, los mecanismos
de accion a nivel molecular aun no se han caracterizado completamente.

Un primer paso en el estudio ecotoxicoldgico de cualquier sustancia es analizar
su efecto sobre la supervivencia en el organismo modelo. De esta forma, se puede
conocer la sensibilidad del individuo vy seleccionar las concentraciones adecuadas
para extender el estudio de sus efectos. Esto es importante cuando se quiere
investigar el mecanismo de accidn de un compuesto, ya que es necesario trabajar
con concentraciones subletales de modo que los posibles efectos observados no
se enmascaren con otros procesos inespecificos propios de dafios letales como por
ejemplo la apoptosis. En la presente tesis doctoral se ha analizado la supervivencia
en larvas de C. riparius y adultos de P. acuta y se ha podido observar que ninguna
de las concentraciones estudiadas (20, 200, 500, 2000 y 5000 ug/L) produce efectos
sobre la supervivencia tras exposiciones agudas. La baja toxicidad concuerda con
resultados previos observados en invertebrados, donde exposiciones cronicas del
gasteropodo de agua dulce M. cornuarietis y el prosobranquio marino N. lapillus
a 0.03 y 1 ug/L de Vz, no produjeron efectos en la mortalidad, (Ducrot et al., 2010;
Lemos et al., 2010a; Oehlmann et al., 2007). Sin embargo, la exposicion a un rango de
concentraciones desde 0.5 a 5000 pg/L de individuos de P. acuta produjo efectos
letales tras exposiciones cronicas de 45 dias, aunque solo la mayor concentracion
utilizada (5000 pg/L), que es muy superior a las halladas ambientalmente (Sanchez-
Arguello et al., 2016).

Los resultados de la presente tesis doctoral muestran una dindmica de respuesta
diferente en el caso de embriones de C. riparius con respecto a los observados
en larvas, ya que el mismo rango de concentraciones produjo una reduccion en el
porcentaje de eclosion de dichos embriones. Esto resalta una mayor sensibilidad de
embriones de C. riparius en relacion a las larvas, por lo que la Vz produce efectos
diferenciales en las distintas fases del ciclo de vida de esta especie. Este efecto de
retrasar la eclosion de embriones de C. riparius se ha descrito previamente con otros
compuestos como la benzofenona-3 (BP-3) o el octocrileno (OC) (Ozaez et al., 2016b,
2014]). No obstante, aqui se describe por primera vez este tipo de efecto de la Vz en
C. riparius, por lo que se amplio el estudio toxicoldgico para conocer sus posibles
consecuencias en el desarrollo vy la reproduccion.

Los efectos en el desarrollo y reproduccion de C. riparius se evaluaron mediante
exposicion cronica a Vz a concentraciones en agua de 2, 20, 200 y 2000 pg/L.
Dado que los efectos en el desarrollo pueden afectar al nimero de individuos
que alcanzan la fase adulta, se analizO la tasa de desarrollo y la emergencia de
mosquitos. Los datos obtenidos muestran una tendencia de la Vz a inducir cambios

99




Monica Aquilino Amez |l

en el desarrollo de C. riparius, ya que se observo un ligero aumento en la tasa de
desarrollo para las dos concentraciones mas altas (200 y 2000 pg/L] y un aumento
en el ratio de emergencia para la concentracion mas baja evaluada. Por otro lado, la
fecundidad, medida como el numero promedio de huevos producidos por hembra,
también mostrd una tendencia de induccion progresiva, aunque estadisticamente
no significativa con el aumento de concentracion de Vz. Este efecto ha podido
observarse con compuestos con mecanismos de accion diferente a la Vz como
los xenoestrogenos, Bisfenol A y el nonifenol, que son capaces de producir una
estimulacion en la produccion de embriones en Potamopyrgus antipodarum
(Duft et al., 2003) the xeno-estrogens bisphenol A [BPA, o en Acartia tonsa (Andersen
et al, 1999]. Asi mismo, dicho incremento en la fecundidad también se ha descrito en
otras especies como L. stagnalis, donde exposiciones cronicas a 0.286 pg/L de Vz,
estimulan la fecundidad (Baatrup and Junge, 2001). Los autores asociaron el aumento
de fecundidad a la actividad antiandrogénica de la Vz (Baatrup and Junge, 2001). Esos
resultados refuerzan la hipotesis de que la Vz probablemente induce cambios en la
funcion masculina, como ya se ha demostrado en estudios con peces (Baatrup and
Junge, 2001; Bayley et al., 2003; Kiparissis et al., 2003). Los mecanismos subyacentes en
C. riparius son dificiles dejustificar de acuerdo alo anterior ya que no se ha detectado la
presencia de androgenos en esta especie. Independientemente de los mecanismos
asociados, el aumento del potencial reproductivo se explica como una reaccion de
estrés para contrarrestar el riesgo de extincion en ambientes contaminados (Ristola
et al, 2001; Vogt et al., 2007). No obstante, aungque pueda considerarse como una
respuesta beneficiosa para la poblacion, existen efectos adversos asociados como
los observados en peces, con dafos en el sistema reproductor de las hembras por
sobreproduccion de huevos, o aquellos asociados a condiciones ambientales no
favorables para sostener un aumento considerable de la progenie [Fong et al., 1998;
Sanchez-Arglello et al., 2009).

Existen en la literatura trabajos que describen efectos transgeneracionales
para la Vz mediados por mecanismos epigenéticos (Babica et al., 2016; Beck et
al., 2017; Paoloni-Giacobino, 2014; Schuster et al.,, 2016; Skinner and Anway, 2007].
Estos podrian relacionarse en la presente tesis con el mayor efecto embriotoxico
observado en las puestas de parentales que se desarrollaron en un ambiente con
Vz. El efecto era maximo a la concentracion de 200 pg/L, con la total inhibicion
de la eclosion de los embriones. Solo existe un estudio previo analizando este
tipo de respuesta con Vz, realizado en P. acuta, y en el mismo se observo que los
embriones con progenitores expuestos mostraban esta tendencia a la disminucion
del porcentaje de embriones que llegaban a eclosionar si bien no se observaban
efectos en la fertilidad [(Sanchez-Arguello et al., 2016). La tendencia observada en
esta tesis en relacion con la fecundidad y embriotoxicidad de la generacion filial
de parentales expuestos en C. riparius concuerda con los hallazgos anteriores
en otras especies sobre los efectos de disrupcion endocrina y posibles efectos
transgeneracionales de la Vz. Sin embargo no se pueden descartar otras causas
que provogquen el aumento de la embriotoxicidad de la generacion filial como
sSon procesos toxicos inespecificos que afecten a la viabilidad del embrion y no
asociados a mecanismos epigeneticos.
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6.2. Efectos en la expresion génica

Los contaminantes pueden producir una respuesta temprana a nivel molecular
de tal forma que puede desencadenar efectos en cascada observables a distintos
niveles de complejidad bioldgica. De esta forma, analizando procesos moleculares y
celulares se pueden obtener indicios que permitan dilucidar los posibles mecanismos
de accion capaces de producir efectos observables mediante test ecotoxicoldgicos.

En los Ultimos afos, multitud de trabajos cientificos han puesto de manifiesto la
necesidad del empleo de herramientas celulares y moleculares dentro del campo
de la Ecotoxicologia (Walker and McEldowney, 2013; Kim et al., 2015; Zhang et al,
2018). Si bien en el pasado estas metodologias habian sido vistas con escepticismo
POr su incapacidad de predecir efectos ecologicamente relevantes, la combinacion
de metodologias moleculares y la valoracion de respuestas extrapolables a
efectos poblacionales constituyen un nuevo marco de trabajo en los procesos de
evaluacion del riesgo ambiental [Ankley et al.,, 2010). Con esta idea, y para mejorar
el conocimiento del efecto de la Vz a nivel celular y molecular en invertebrados,
se abordo el estudio de diversas rutas celulares analizando la expresion de genes
implicados en las mismas. En el metabolismo celular existen multiples rutas que
pueden tener relevancia en la toxicidad, por ello en la presente tesis se han
seleccionado aquellas que se consideran que presentan una especial relevancia
en la regulacion de los procesos fisiologicos (rutas endocrinas) o conforman la
respuesta mas inmediata de la célula a la presencia de un toxico (estrés celular y
mecanismos de destoxificacion).

Genes de rutas endocrinas

Los EDC pueden mimetizar a estrogenos y androgenos a traves de union a
receptores hormonales o interferir en las rutas de senalizacion celular, alterando la
producciony eliminacion delashormonas naturales, o modificar suunidnareceptores
a nivel funcional [Barouki, 2017). Estos efectos pueden ocurrir inmediatamente
tras la exposicion a la sustancia o tras su metabolizacion, de ahi la importancia
de estudiar si la respuesta se mantiene en el tiempo o, en cambio, se acentla O
atenua. En este estudio se han analizado los efectos de la Vz en dos invertebrados
acuaticos que presentan sistemas endocrinos distintos. Mientras que el sistema
endocrino de moluscos es poco conocido, los insectos han sido estudiados en
mavyor profundidad y hay mas informacion sobre su sistema endocrino. Por otro
lado, se ha demostrado la interaccion de la Vz con el sistema endocrino tanto
en mamiferos como en peces, a través de la estimulacion de la produccion de
androgenos en los organos sexuales masculinos, alterando los niveles de ARNm
del receptor de androgenos. Golshan y colaboradores [2016) demostraron que la
Vz era capaz de alterar la biosintesis de androgenos en el pez Carassius auratus,
aumentando los niveles de ARNm de los genes kiss-2 (un péptido neuroendrocrino
que regula la reproduccion en vertebrados) v gnrh3 [encargado de estimular el
eje reproductivo en ciertas especies de peces). Asi mismo el estudio de la Vz en
Oryzias latipes también demostrd la capacidad de este compuesto para alterar la
expresion de genes relacionados con el sistema endocrino como el receptor de
estrogenos (ER], el receptor de androgenos [AR] o la vitelogenina (Sun et al., 2016).
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En el caso de insectos no se han detectado ni estrdgenos ni androgenos pero una
de las hormonas mas importantes es la ecdisona, de naturaleza esteroidea y con un
receptor nuclear de la familia del ER (el EcR).

Al jugar un papel central en el proceso de la muda y el desarrollo, estudiar
los efectos que pueda tener la Vz en la ruta de respuesta o en el metabolismo
de la ecdisona aporta informacion sobre posibles mecanismos gue podrian
relacionarse con los efectos observados en embriones y en el desarrollo. En larvas
de C. riparius se produce un aumento de los niveles de transcripcion del EcRy, 24h
mas tarde, un incremento en dos genes que se encuentran en fases posteriores
de la ruta de respuesta a ecdisona (E74 v Kr-hl). Esta activacion secuencial sugiere
que la Vz se comporta de manera similar a la ecdisona v, por tanto, que es capaz
de afectar a esta via endocrina de insectos mimetizando su activacion. Cuando se
analizan los resultados obtenidos en el estudio de la actividad polisomal, llama la
atencion que hay una disminucion en la traduccion del ARNm del EcRy del Kr-hly
NO un aumento en la traduccion de ARNm como seria esperable por el aumento
de la transcripcion. Esta falta de sincronizacion en los resultados puede sugerir
varios escenarios. Una posibilidad es que la Vz tambien afecte a la sintesis de las
proteinas de una forma no relacionada con la respuesta a ecdisona, algo que
también se observaria con otros genes analizados. Otra posibilidad serfa que el
aumento del ARNmM no se traduzca en un incremento en los ARNmM gue se traducen
de forma simultanea existiendo algun tipo de regulacion postranscripcional. En
cualguier caso hay que tener en consideracion que el aumento de la actividad
transcripcional no supone, de acuerdo con la actividad de los polisomas, un
aumento de las proteinas.

No existen estudios previos sobre los efectos en el metabolismo de las hormonas
de compuestos con accion antiandrogenica asociada a la union con el receptor de
androgenos (Kavlock and Cummings, 2005), por ello el aumento de la expresion de
Cypl8alobservado en este trabajo es la primera evidencia de la posible interferencia
de Vz en el metabolismo hormonal de insectos. Este resultado sugiere que la Vz
podria afectar al sistema endocrino de insectos de muy diversas maneras, como la
relacionada con el citocromo P450 [(Oca et al., 2015; Ronis et al., 1998), y que puede
indicar un aumento de la degradacion de la hormona. En este sentido, el resultado
obtenido en el estudio de los polisomas asociados a DIS, implicado en la sintesis
de ecdisona sugiere que hay un descenso en los polisomas que traducen este
gen. Esto, a falta de confirmar si es un efecto especifico 0 mas general, sugiere un
descenso en la produccion de la proteina que, quiza, este reflejando la reduccion
de la sintesis al mismo tiempo que se aumenta la degradacion. Por o tanto, la Vz
junto con ejercer un efecto mimetizante de la ecdisona estaria alterando también
su metabolismo.

Otro indicio de la posible interferencia de la Vz en rutas hormonales pudo
Observarse en la activacion del gen FOXO asociado a la respuesta al péptido
equivalente a la insulina en insectos. En este sentido, se ha descrito la relacion de
FOXO como factor de transcripcion en la via de sefializacion de la insulina. Ademas,
estudios previos con el lepidoptero Bombyx mori, han demostrado su papel en la
regulacion de la HJ y modulando el crecimiento y el desarrollo [(Zeng et al., 2017),
lo que hace de este gen un nexo de union entre distintas rutas endocrinas. En este
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caso el resultado fue similar al del ECR, con un aumento de la transcripcion pero
que se traduce en un descenso en la union de polisomas. Por tanto, es necesario
también considerar la posibilidad de que la Vz esté afectando a la via de la insulina
pero sin descartar que existan otros mecanismos que expliquen el aumento en la
actividad de transcripcion pero no en la de traduccion. Analisis adicionales a tiempos
mas largos e incluyendo genes no implicados en la respuesta endocrina permitirian
obtener informacion adicional para determinar si es un fendmeno especifico de la
accion de la Vz sobre el sistema endocrino o, por el contrario, esta mas relacionado
con un efecto general en la célula que afecta a la traduccion.

En conjunto se puede concluir que la Vz produce un efecto en el sistema
endocrino a nivel de regulacion génica alterando la expresion de EcR vy, al mismo
tiempo, modificando el metabolismo de la ecdisona. Cabe mencionar que la
concentracion mas baja evaluada (20 ug/L) presenta alteraciones en los niveles de
expresion de muchos genes, que no se observan con la concentracion mas alta.
Esto sugiere una respuesta conocida como U invertida, observada con diferentes
xenoestrogenos que ocurre cuando concentraciones mas bajas producen
respuestas mas relevantes (Murnyak et al., 2011; Welshons et al,, 2003), aungue dicho
tipo de respuesta no puede ser confirmada en este caso ya que la concentracion
de 200 pg/L podria provocar una respuesta mas temprana incluso antes de las 24 h,
no estudiada en este trabajo, ademas de ser necesario trabajar con un rango mas
amplio de concentraciones.

Durante la embriogénesis tiene lugar la diferenciacion celular, proceso muy
dependiente de las modificaciones en la expresion genica. Es por tanto esperable que
la accion de los disruptores endocrinos en embriones sea especialmente detectable
a nivel molecular. Como se ha visto, la Vz produce una activacion de EcRy E74 en
larvas de C. riparius. Este mismo efecto se da en embriones de C. riparius a las 8h con
la concentracion mas baja estudiada. Esto sugiere que la Vz tiene un efecto similar en
embriones, aungue una de las principales diferencias observadas en este caso fue
que ambos genes muestran una represion con la concentracion mas alta evaluada
en tiempos Mas tardios que no se observo en larvas. El significado bioldgico de
los cambios no esta claro ya que no se ha descrito el papel de la ecdisona en la
progresion de los embriones de C. riparius. Ademas, la fuerte inhibicion detectada
para la concentracion mas alta puede ser consecuencia de una fuerte activacion
transitoria previa que, similar a lo que ocurre con otros genes, sigue una dinamica de
onda con una subida y un posterior descenso por debajo de los niveles habituales
para recuperar posteriormente la situacion control. En conjunto estos resultados
constituyen la primera evidencia en insectos de la capacidad disruptora endocrina
de la Vz a nivel molecular en embriones.

Elgen MAPR codifica para un receptor huérfano poco conocido en invertebrados.
No obstante sus similitudes con otros receptores de esteroides sugieren que podria
verse afectado por EDC. El efecto de la Vz sobre su actividad en larvas de C. riparius
parece ser nulo, ya que no se detectaron cambios significativos a ninguno de los
niveles analizados (transcripcional o traducccional). Sin embargo, en embriones de
C. riparius mostro una dindmica similar a la observada con el EcR vy el E/4. Estos
resultados coinciden con un estudio previo realizado en C. riparius con dos filtros
ultravioleta, el 4-metilbenzil alcanfor (4MBC] y la benzofenona-3 (BP3). En este estudio
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no se observaron cambios en larvas pero si se detectd un aumento de la expresion
de ARNm de MAPRalas 8 h de exposicion (Ozaez et al., 2016a). El significado biologico
de estos resultados es incierto ya que el hecho de que MAPR se vea afectado en
embriones sugiere una posible funcion de este gen en el desarrollo embrionario. Sin
embargo, no existe nada descrito en la bibliografia en este sentido, por lo que se
trata de la primera vez que se evidencia la posibilidad de su papel en el desarrollo.
Por otro lado, es interesante este efecto diferencial entre larvas y embriones ya que
sugieren que este gen es un buen indicador en el desarrollo embrionario y merece
un estudio mas a fondo.

Ademas de la respuesta asociada a la ruta de la ecdisoma y el gen MAPR, también
se han detectado cambios dependientes del tiempo y concentracion de exposicion
en embriones de C. riparius de otros genes implicados en otras rutas endocrinas.
Es el caso de MET, postulado como receptor de HJ [Charles et al., 2011; Jindra et al,
2013), e INR, relacionado con la ruta de peptidos similares a la insulina que regulan el
almacenamiento de lipidos y carbohidratos (Jindra et al., 2013). Ademas, en el caso de
INR es importante destacar que en los ultimos afos se ha demostrado su implicacion
en otros procesos como la respuesta al estres (Gruntenko and Rauschenbach, 2018).
En este sentido, la sobreexpresion de MET, junto con la tendencia de aumento para
la concentracion mas alta para ambos tiempos de exposicion observada para INR,
pueden estar indicando gue el control de la resistencia al estrés a traves de esta
ruta de sefializacion se ve alterado. Se ha demostrado que el estrés mitocondrial
del desarrollo desencadena la activacion de FOXO a través de dos quinasas [ASKI1
y JNK]. La represion de la sefalizacion de insulina por la quinasa JNK, sensible al
estrés, se postula como un mecanismo conservado que permite la reasignacion de
recursos de anabolicos bajo condiciones de estrés (Karpac et al., 2009). Por tanto, la
sobreexpresion transcripcional observaday la fuerte represion traduccional de FOXO
sugieren que la Vz es capaz de desencadenar distintos procesos interrelacionados
como son factores de crecimiento y respuesta a estrés celular en distintas fases del
desarrollo de C. riparius.

El sistema endocrino de moluscos se encuentra poco caracterizado y es
relativamente desconocido en comparacion con el de vertebrados, a pesar de
que se ha descrito la presencia de diversas hormonas esteroides sexuales similares
a las de vertebrados en este grupo taxonomico. Sin embargo, la funcion de los
esteroides sigue siendo desconocida aungue se ha propuesto su participacion en
la reproduccion (Zheng et al,, 2014). A menudo los estudios se han centrado en el
analisis de la presencia de androgenos y otros esteroides sexuales, pero todavia
hay un debate sobre su papel bioldgico (Scott, 2013, 2012). El principal obstaculo
para considerar que estos compuestos tienen origen enddgeno es que no se ha
podido identificar la aromatasa, la enzima responsable del paso final en la sintesis
de esteroides sexuales (Scott, 2018). Sin embargo, si se han identificado genes que
codifican para receptores de estrogenos, como en el caso de P, acuta (Martinez-Paz
et al, 2017). Los estudios previos sobre los efectos de la Vz en la expresion de ER en
mamiferos tanto in vitro como in vivo son controvertidos, ya que se ha observado
una no alteracion de la expresion del receptor [in vitro), una sobreexpresion del
receptor (machos in vivo] e incluso una disminucion de la expresion (hemlbras
in vivo] [Kojima et al,, 2004; Buckley et al,, 2006). Los resultados con adultos de

104




A1 DISCUSION

P. acuta no mostraron la activacion de la expresion del ER en esta especie tras
exposicion a Vz. La escasa caracterizacion del sistema endocrino de P acuta a
nivel molecular no ha permitido estudiar de forma efectiva los efectos de la Vz en
esta especie, si bien es interesante continuar trabajando en esta linea, ya que al
tratarse de una especie hermafrodita podrian encontrarse efectos no observables
en especies con sexos separados.

Genes de estrés y destoxificacion.

La respuesta celular frente a estrés tiene como principal objetivo minimizar
cualquier dano fisiologico inducido por un agente quimico o fisico. Frente a un
estimulo ambiental, las células desencadenan distintos procesos, entre los que se
encuentran aquellos en los que intervienen las proteinas de chogue térmico (HSP),
que resultan esenciales para la supervivencia celular a traves de su funcion como
proteinas chaperonas. La relevancia de su papel en el estrés se pone de manifiesto
porgue son las proteinas mas primitivas y conservadas evolutivamente [Sreedharan
and Van Why, 2016]. Por todo ello, las HSP se consideran buenos biomarcadores
y particularmente los estudios se centran en la Hsp7/0, si bien en esta tesis se han
analizado HSP de otras familias puesto que, tomadas como un conjunto, pueden
mostrar una respuesta especifica segun el toxico (Martin-Folgar et al., 2018;
Martin-Folgar and Martinez-Guitarte, 2017). Entre las familias estudiadas se incluyen la
de las HSP de pequeno tamano, la HSP70 vy la HSP9O.

El conocimiento del efecto de la Vz en el estrés celular a nivel de expresion
genica es escaso en invertebrados, no existiendo informacion previa ni en C. riparius
nien P. acuta. Los Unicos estudios presentes en la bibliografia se han realizado en dos
crustaceos, elisopodo Porcellio scabery el anfipodo Hyalella. Estos estudios describen
la activacion de Hsp70 y otros genes relacionados con estrés y la hemocianina en
presencia de la Vz (Lemos et al., 2010b; Wu et al., 2014). Sin embargo, el analisis de la
alteracion de los genes de estrés en larvas de C. riparius si se ha realizado con otros
compuestos quimicos como el cobre y la Azadiracting, produciendo un aumento en
la expresion de los genes Hspl0, Hsp40y Hsp70 [Lencioni et al., 2016]. Sin embargo,
la exposicion a filtros ultravioleta como el BP3 v el 4MBC no indujo cambios en la
expresion de Hsp24 y Hspb60, aunque si en la actividad transcripcional de Hsp2],
Hsp22 y Hsp27. Los resultados obtenidos en esta tesis muestran para larvas de
C. riparius un aumento a las 48 horas de Hsp24 y Hsp70 que, sorprendentemente, no
parece traducirse en un aumento de proteina ya que los resultados con polisomas
muestran una disminucion en la traduccion del ARNm de Hsp/0 a las 24 h. Esto
sugiere que el aumento en los niveles de ARNm no se transformaria en un aumento
de la proteina al no traducirse. En conjunto, y particularmente para la Hsp70, parece
existir algun tipo de regulacion postranscripcional que afecta a la traduccion de los
nuevos ARNm generados. Por otro lado, los cambios observados para Gp93, gen
que se relaciona con el estrés pero también con el sistema inmune, podrian estar
reflejando una posible interferencia de la Vz con el sistema inmune. No obstante,
serfa necesario el analisis de otros genes relacionado con dicho sistema antes de
poder definir si las alteraciones en la expresion de este gen podrian afectar a la
capacidad de la larva para defenderse de posibles patdgenos.
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Los resultados obtenidos con embriones de C. riparius son novedosos dado que
esta aproximacion ha sido poco utilizada. Mientras que la actividad transcripcional
de Hsp70 ha sido analizada en embriones de C. riparius expuestos a distintos filtros
ultravioleta, observandose un incremento de los niveles con algunos de ellos (Ozaez
etal, 2016b, 2014), el estudio de Hsp40no tiene precedente en esta fase de desarrollo.
El estudio con embriones muestra asi que son Utiles a la hora de analizar los efectos
de los toxicos, especialmente por la importancia del desarrollo embrionario en el
devenir del individuo vy de la poblacion. Por su parte, los resultados obtenidos con
Hsp60 concuerdan con lo observado en larvas de C. riparius tratadas con filtros UV
y otros pesticidas (Lencioni et al., 2016; Ozaez et al., 2016b] v sugieren también que
hay un efecto a nivel de la mitocondria, ya que la Hsp60 v su cochaperona la Hspl10
se localizan en este organulo (Nakamura and Minegishi, 2013). En conjunto se puede
decir que el incremento de la actividad de Hsp70 y Hsp40 refleja, probablemente,
un papel de respuesta a estrés ya que la Hsp70 requiere de la ayuda de la Hsp40
para realizar su papel en la respuesta de estres celular. Queda por determinar si
este aumento se debe a un efecto de desnaturalizacion de las propias proteinas
O, Sin embargo, sea un proceso que tenga que ver con el efecto de la Vz sobre el
sistema endocrino. La Hsp70 vy la Hsp90 son proteinas gue intervienen en el proceso
de maduracion de receptores nucleares [Eckl and Richter, 2013; Mayer and Bukau,
2005] vy, por tanto, pueden verse involucradas en distintos procesos. Por Ultimo, el
incremento de Hsp60 invita a pensar en un posible dano mitocondrial en el embrion,
pero se necesita mas informacion para poder definir el alcance del mismo vy si puede
afectar el desarrollo embrionario.

Si bien en C. riparius (larvas y embriones) existia una regulacion positiva para las
proteinas de pequeno tamafno, en adultos de P. acuta se detectd una reduccion de
la actividad transcripcional de los genes Hspl6.6, Hspl7y Hsp20.4, aunque solo para
este ultimo fue estadisticamente significativa. A diferencia de C. riparius, para P. acuta
se analizd también la actividad del gen SOD-CuZn, que codifica para una superoxido
dismutasa. Esta enzima estd relacionada con la respuesta al estrés oxidativo, por lo
que aparentemente no hay un efecto de la Vz que implique estrés oxidativo. Por
el contrario, estudios previos en linfocitos humanos y bovinos expuestos a Vz, si
mostraron la induccion de enzimas relacionadas con estrés oxidativo [Lioi et al., 1998;
Radice et al,, 1998). Los resultados de los genes HSP sugieren una menor sensibilidad
con respecto a las larvas y embriones de C. riparius en la respuesta a estrés pero
el descenso observado con Hsp20.4 puede indicar gue es un inicio de respuesta.
Ensayos a tiempos mas largos pueden dilucidar si esta es la situacion.

Aungue en vertebrados los procesos de destoxificacion han sido poco estudiados
en relacion a la Vz, si se han observado patrones de induccion, inhibicion y supresion
de Cyp450s [Hrelia et al., 1996; Ronis et al., 1994, 1998], describiendose que la Vz
es capaz de alterar las enzimas del citocromo P450 [(Oca et al., 2015). En ratones
se ha demostrado que la Vz induce las enzimas Cyp v la actividad GST (Cantelli-
Forti and Camerino, 1998], lo que sugiere que el proceso de biotransformacion
de la Vz incluye la conjugacion con el glutation. Cuando se vuelve la vista a los
invertebrados, se constata que el nimero de estudios es mucho menor pero si se
ha observado gque puede alterar la regulacion de algunos genes como el de la
hemocianina, el de la citocromo ¢ oxidasa o el del citocromo b [Wu et al., 2014). Para
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la Vz no existen datos previos en C. riparius por lo que se trata del primer estudio
que analiza este aspecto celular. Para larvas de C. riparius, se seleccionaron genes
de la fase | y fase Il (Cyp4G vy GstD3) observandose que se producia una activacion
de ambas en presencia de Vz. Los resultados sugieren una activacion temprana de
los mecanismos de destoxificacion por presencia de la Vz que no se mantiene en
el tiempo. La razon de esto puede ser que la célula actla de forma efectiva sobre
el compuesto y permite al individuo soportar las concentraciones utilizadas sin
ver alterado de forma relevante el metabolismo celular. Hay que tener en cuenta
que se trata de un estudio agudo, por lo que es una respuesta inmediata ante la
presencia del contaminante. Esto supone que una vez aclimatado el organismo
a la concentracion presente puede volver a una situacion control ya gue no hay
un riesgo inmediato para su supervivencia. Por otro lado, 1os resultados obtenidos
también ponen de manifiesto que la familia de los citocromos y la familia de las
GST son enzimas que intervienen en la biotransformacion de este compuesto. Esto
no descarta, sin embargo, la posibilidad de que existan otras enzimas de fase |
implicadas, como esterasas o hidrolasas, 0 que se realice una conjugacion con otros
compuestos u otra transformacion en fase |l Por tanto, es preciso realizar analisis
adicionales ampliando el espectro de posibles enzimas que participan para definir
asi el proceso que puede estar teniendo lugar durante la biotransformacion de la Vz.

Por otrolado, también se analizo la activacion de los mecanismos de destoxificacion
en adultos de P acuta. Con este organismo se realizd el estudio con genes que
codifican enzimas involucradas en la fase | (Cyp2UI, CYP3A7, CYP4F22), la fase Il (GSTt2,
GSTQO) y la fase lll ([Mrpl-ABC]) de la biotransformacion. En ningln caso se detecto
una activacion de la transcripcion en comparacion con el control. Esto sugiere que
ninguna de las fases analizadas vio alterado su funcionamiento, a diferencia de lo
que se observd con C. riparius. Este resultado puede deberse a que P. acuta tiene
una menor sensibilidad a Vz y requiere de mayores concentraciones o tiempos de
exposicion mas largos. No se puede descartar, sin embargo, que en este organismo
estén implicadas en la biotransformacion otras enzimas por lo que se requieren mas
estudios para determinar qué esta ocurriendo. En cualquier caso, tanto los resultados
con los genes de proteinas de estres como los de destoxificacion muestran distinta
sensibilidad a la Vz entre C. riparius y P. acuta, lo que puede estar reflejando también
diferencias fisiologicas especificas para contrarrestar los efectos de la Vz.

Efectos genotéxicos

Hasta la fecha los estudios de toxicidad de disruptores endocrinos se han centrado
en la alteracion que estos producen en rutas hormonales, obviando en la mayor
parte sus efectos genotodxicos. Sin embargo, algunos autores apuntan a una relacion
entre los mecanismos de disrupcion endocrina con procesos cancerigenos (Hagger
et al, 2002). Aunque Kevekorde et al,, (1996] clasificaron a la Vz como compuesto
No genotoxico, estudios posteriores con linfocitos de mamiferos demostraron una
induccion de forma dependiente de la dosis de Vz de aberraciones cromosomicas
estructurales, intercambios de cromatidas hermanas y modificaciones del indice
mitotico (Lioi et al, 1998]). Por otro lado, la Vz produjo un pronunciado efecto
co-mutagénico en presencia de benzo(alpireno potenciando la induccion de
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micronucleos en lineas celulares humanas [Wu et al., 2005]. Asimismo, se ha descrito
la induccion de micronlcleos en invertebrados acuaticos por exposiciones a Vz en el
rotifero Brachionus calyciflorus (Zavala-Aguirre et al.,, 2007] y en embriones y adultos
de P acuta (Sanchez-ArgUello et al, 2012; Sanchez-Arguello et al., 2016). En esta tesis
se ha estudiado la genotoxicidad de la Vz utilizando el ensayo cometa. Los ensayos
de citogenotoxicidad previamente utilizados en el caso de la Vz [(aberraciones
cromosomicas, induccion de micronucleos e intercambio de cromatidas hermanas),
detectan dafios en el ADN que aparecen tras una division celular, cuando los
mecanismos de reparacion celular han tenido lugar. En el caso del ensayo cometa
es posible detectar dafios en el ADN (roturas de hebra] previos a la division celular,
y que podrian desaparecer mediante mecanismos de reparacion del ADN. Por ello,
y teniendo en cuenta la informacion contradictoria sobre la genotoxicidad de la Vz,
se combinaron el ensayo cometa y el andlisis de la activacion de genes involucrados
en procesos de reparacion del ADN para dilucidar el proceso y la capacidad de
reparacion en cada organismo.

El andlisis del potencial genotoxico de la Vz, en larvas de C. riparius confirma
los resultados obtenidos en otros estudios, demostrando que la Vz produce dafio
en el ADN, incluso después de cortos tiempos de exposicion. Las condiciones de
electroforesis alcalina en las que se realizd el ensayo cometa permiten detectar roturas
de doble hebra [DSB], por lo que los resultados muestran un efecto genotoxico de
la Vz en C. riparius por DSB, dafio que puede ser reparado por activacion de los
mecanismos de reparacion.

El analisis del gen ATM que codifica para una proteina que media la respuesta
a DSB [Guleria and Chandna, 2016; IJIMA et al., 2008], mostrd un aumento en su
actividad, o que corrobora su participacion en respuesta a las roturas producidas
por el compuesto. Ademas, el aumento de otro de los genes estudiados, XRCC-],
sugiere que también pueden estar produciéndose rupturas de una sola hebra
(SSB]. Por lo tanto, los resultados de expresion génica indican que la Vz estaria
activando genes de reparacion de DSB y de SSB. Es destacable coOmo la respuesta
de ambos genes de reparacion de hebras de ADN es inversamente proporcional
a la concentracion de Vz. La concentracion mas baja (20 ug/L) activa la respuesta,
mientras que la concentracion mas alta (200 pg/L) produce una inhibicion de los
genes relacionados con la reparacion de roturas de hebras del ADN. Esto Ultimo
se relaciona con un mayor dafo en todos los parametros analizados en el ensayo
cometa, por lo que puede concluirse gque, mientras la primera concentracion
activa los genes responsables de la reparacion del dano, la segunda produce una
inhibicion que se traduce en un mayor dafo genotodxico. Por otro lado, el analisis de
la actividad del gen NLK, necesario para la activacion de p53 en respuesta al dafo
del ADN (Zhang et al., 2014] indica que se inhibe. Esto puede estar reflejando que
las vias relacionadas con p53 se estan viendo afectadas en respuesta al dano de
ADN, deteniendo el ciclo celular en caso necesario. Sin embargo, la respuesta similar
al control observada con DECAY, un gen que codifica para una caspasa efectora,
indicaria una no activacion de la apoptosis. La represion de NLK podria estar por tanto
relacionada con otras vias reguladas por esta proteina, ya que también participa en
otros procesos como la proliferacion y diferenciacion celular y cambios morfoldgicos
durante la embriogénesis temprana (Ishitani and Ishitani, 2013).
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Estudios con plata, etilbenceno, o el cloruro de cadmio han demostrado que estos
compuestos son capaces de inducir mecanismos de dafo al ADN vy apoptosis en
gasteropodos como Lymnea luteola, Bellamya aeruginosa o Nerita chamaeleon (Al
2014; Sarkar et al,, 2015; Zheng et al.,, 2013]. Se han descrito los efectos genotoxicos de
la Vz con anterioridad en P. acuta tanto en embriones (Sanchez-Arguello et al., 2012)
como en adultos [(Sanchez-Arglello et al., 2016), donde se comprobd que dicho
compuesto es capaz de inducir micronucleos a 500 ug/L para adultos y 5000 pg/L
para embriones. El analisis de la actividad genotoxica de la Vz utilizando el ensayo
cometa con adultos de P. acuta mostrd una respuesta dosis dependiente aunque
sin observarse significacion estadistica a concentraciones menores (20 y 200 pg/L).

La capacidad de activar mecanismos de reparacion del ADN también se evalud
en el caso de P. acuta mediante analisis de la expresion génica de distintos genes
involucrados en dichos mecanismos. Dos genes previamente analizados en C. riparius
fueron estudiados también en P. acuta, ATM y XRRC-2, mostrando una respuesta
de inhibicion para ambas concentraciones. Esto sugiere que los mecanismos de
reparacion de DSB y SSB en P. acuta no solo no se estan activando, sino que estan
siendo inhibidos. Por otro lado, el gen XPA-1 codifica para una proteina implicada
en NER, un mecanismo de reparacion que actla cuando el dafo afecta a varios
nucledtidos que causan distorsiones estructurales en el ADN (Astin et al., 2008]). Este
mecanismo se activa, por ejemplo, para el caso de Ias lesiones por UV que producen
dimerizacion de pirimidinas (Nouspikel, 2009]). Por tanto el papel de XPA-1 es
confirmar la presencia de una lesion vy junto a la proteina de union al ADN de cadena
sencilla RPA estabilizar la apertura por union a la cadena sin dafio. Este gen mostro
la misma respuesta que los dos genes anteriores, o que nos confirma nuevamente
una inhibicion de los mecanismos de reparacion. Sin embargo la activacion de ATR
a la menor concentracion, si indica una activacion de un tipo de mecanismo de
reparacion, consistente en la deteccion y transduccion de sefiales producidas por la
dimerizacion de pirimidinas que se activa por la luz UV v la formacion SSB del ADN
(Smith et al., 2010; Stepnik et al., 2015].

El analisis de RAD-I, implicado en la sefializacion del dafio v la reparacion de DSB
(INIMA et al., 2008), no mostrd cambios en su expresion, lo que corrobora de nuevo
gue no se estan activando los mecanismos de reparacion por el compuesto. Por
ultimo, la no activacion del gen CASP3 indicaria que no se estan desencadenando
Procesos apoptoticos.

En resumen, los resultados obtenidos en esta tesis han demostrado que la Vz
no produce efectos agudos en larvas de cuarto estadio de C. riparius y adultos
de P acuta. Sin embargo, se observaron efectos embriotoxicos en C. riparius que
se vieron acentuados cuando la generacion parental fue previamente expuesta.
Ademas, la tendencia observada en el ensayo de reproduccion de C. riparius muestra
un ligero aumento de la fecundidad con la concentracion de Vz. Estos efectos
ecoldgicamente relevantes se relacionaron a nivel molecular con la induccion del
gen EcR tanto en larvas como en embriones de C. riparius, asi Como en otros genes
involucrados en el metabolismo de la ecdisona. Por o que la Vz actuaria como
un EDC en esta especie. Este hallazgo demuestra como un anti-androgeno como
la Vz produce efectos de mimetizacion de hormonas en organismos en los que
no se han detectado androgenos pero tienen hormonas esteroideas que pueden
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verse afectadas, bien de forma directa o de forma indirecta. Sin embargo, esto no
se observo en la otra especie utilizada [P, acuta), ya que no hubo cambios en la
expresion de ER, para confirmar la falta de respuesta endocrina es necesario ampliar
el estudio en esta especie. Por otro lado, la concentracion que produjo efectos en
genes del sistema endocrino también produjo activacion de la respuesta de estres
celular en C. riparius (20 pg/L). Los efectos en los genes de proteinas de estres,
podrian relacionarse tanto con la propia respuesta al estrés celular como con el
sistema endocrino a traves de procesos de maduracion de receptores nucleares
en los que se encuentran involucradas algunas de las HSP. Se ha observado
ademas la activacion de mecanismos de destoxificacion similares a los observados
previamente en vertebrados, 10 que sugiere que el metabolismo de la Vz utiliza
rutas comunes en vertebrados y C. riparius (Cyp4GJ. Nuevamente P. acuta, tuvo un
comportamiento diferente ya que se observo la inhibicion de Hsp20.4 y no hubo
activacion de ninguno de los genes estudiados de detoxificacion. Con todo ello,
se demuestra un mecanismo no homaologo entre las dos especies, probablemente
debido a las diferencias fisiologicas. Para poder definir de manera mas precisa cOmo
dichas diferencias afectan al mecanismo de accion y el metabolismo de la Vz se
requiere ampliar el andlisis de genes.

Junto a la combinacion de estudios ecotoxicoldgicos vy ensayos moleculares,
se llevo a cabo el estudio genotoxico de la Vz en C. riparius y P. acuta mediante el
ensayo cometa. Los datos obtenidos confirman los efectos genotdxicos tempranos
de Vz ya que a las 24 h y a la menor concentracion utilizada (20 pg/L) se induce
DSB de ADN en ambas especies. Sin embargo, parece que C. riparius es capaz de
activar las rutas de reparacion del ADN mientras que P acuta no ya que del pool
de genes analizados solo se observo una activacion del gen ATR. La inhibicion de
genes de reparacion de ADN en el caso de P acuta se podria relacionar con un
mayor dano al ADN.

Finalmente, la necesidad de estudiar la respuesta de EDC en distintas especies de
invertebrados se pone de manifiesto en esta tesis doctoral, ya que dos especies de
distinta filogenia respondieron a los efectos de un anti-androgeno como la Vz de
manera desigual. Estas diferencias observadas en algunos casos pueden deberse
a la falta de informacion de una respecto de la otra. C. riparius €s un organismo
ampliamente utilizado en Ecotoxicologia vy para el que se dispone de mayor
informacion molecular. Sin embargo, P. acuta es una especie escasamente explorada,
especialmente en la respuesta a nivel molecular, por o que los estudios llevados a
cabo en esta tesis doctoral aportan nuevas herramientas para futuras investigaciones
sobre EDC en moluscos.
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7. Conclusiones

e [El efecto de la Vz sobre la supervivencia de Chironomus riparius es
variable, dependiendo de la fase que se analice. Para larvas no resulta
toxica, aunque es capaz de provocar un descenso del porcentaje de
eclosion de los embriones al ser expuestos durante su embriogénesis
que se ve acentuado cuando la generacion parental es previamente
expuesta.

e | Os efectos tras exposiciones cronicas muestran una tendencia de
aumento con la concentracion para la fecundidad de C. riparius.

e |3 Vz no produce efectos en la supervivencia de Physa acuta a las
concentraciones y tiempos de exposicion estudiados.

e |a Vz parece actuar como una pseudohormona capaz de modular
la expresion del EcRy E74 en larvas y embriones de C. riparius. Lo
que refuerza la idea de su mecanismo de accion como disruptor
endocrino.

e Losresultados de la actividad polisomal, mostraron una disminucion en
la traduccion del ARNm del EcRy del Kr-hl. Esta falta de sincronizacion
en los resultados puede sugerir que la Vz pueda afectar también a la
sintesis de las proteinas de una forma no relacionada con la respuesta
a ecdisona.

e | Unico receptor hormonal analizado en P. acuta (ER) no mostro
cambios en su expresion, por lo que se requiere ampliar el estudio
del efecto de la Vz a nivel de sistema endocrino en esta especie.

e La exposicion a Vz desencadena una respuesta de estrés celular que
se manifiesta, fundamentalmente, a través de una sobreexpresion del
gen Hsp/0 en embriones vy larvas de C. riparius. Por el contrario, en el
Caso de P acuta solo se observo una inhibicion de la Hsp20.4.

e E| metabolismo de destoxificacion de las larvas de C. riparius se ha
visto alterado en exposiciones agudas de Vz al inducir la expresion
de Cyp4G. Ninguno de los genes de destoxificacion estudiados
P acuta mostrd una clara activacion.
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e La Vz es capaz de inducir dano genotoxico en ambas especies. Este
efecto se manifiesta claramente por la induccion de roturas de doble
hebra detectadas con el ensayo cometa.

e |3 sobreexpresion de ATM y XRCC-I [(genes relacionados con la
reparacion del ADN]J, sugiere la activacion de genes responsables
de la reparacion del dafno al ADN. No obstante se detectd un efecto
contrario para P. acutaen los genes ATMy XRCC-2, ya que la exposicion
a Vz provocd una inhibicion.

e Flestudio comparativo de distintas dianas moleculares en dos especies
representativas de distintos taxones de invertebrados [(insectos vy
moluscos) demuestra la sensibilidad variable entre especies también
a este nivel de organizacion biologica.
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7. Conclusions

e The effect of Vz on the survival of C. riparius varies, depending on the
growth phase analyzed. For larvae it was not toxic, although it was
able to decrease the percentage of hatching in embryos that were
exposed during their embryogenesis, and was accentuated when the
parental generation was previously exposed.

e Chronic Vz exposure showed a concentration-dependent increase in
fecundity of C. riparius.

e /7 had no effect on the survival of Physa acuta at the concentrations
and exposure times studied.

e \/zseemstoactasapseudohormone, able to modulate the expression
of EcRand E/Z4 in larvae and embryos of C. riparius. This reinforces the
idea of its mechanism of action as an endocrine disruptor.

e The results of polysomal activity tests showed a decrease in translation
of EcR and Kr-hl mRNA. This lack of synchronization [non-polysome
and polysome expression] in the results may suggest that Vz may also
affect protein synthesis in a way that is unrelated to the ecdysone
response.

e The only hormone receptor analyzed in P acuta (ER) showed no
changes in its expression. Therefore, it is necessary to expand the
study of the effect of Vz at the endocrine system level in this species.

e Exposure to Vz triggered a cellular stress response that appeared
mainly through upregulation of Hsp70 in embryos and larvae of
C. riparius. On the contrary, in the case of P. acuta, only inhibition of
Hsp20.4 was observed.

e The detoxification metabolism of C. riparius larvae was altered during
acute exposure to Vz by induction of Cyp4G expression. None of the
detoxification genes studied in P. acuta showed a clear activation.
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e \/z caused genotoxic damage in both species, clearly manifested
by the induction of double-strand DNA breaks detected with the
comet assay.

e Upregulation of ATM and XRCC-I [genes related to DNA repair]
suggests the activation of genes responsible for repair of DNA
damage. However, an opposite effect was detected for P. acuta
in the analogous ATM and XRCC-2 genes, since Vz exposure led
to inhibition.

e The comparative study of different molecular targets in two
different representative invertebrate species (insects and mollusks]
demonstrates the interspecies variability in sensitivity to environmental
contaminants.
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Secuencias empleadas para el posterior diseiio de las parejas de
oligonucleétidos que han permitido amplificar los genes de Physa acuta.
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CAGATTCTAAAGCTAGATAAACTGGACAATGTTCTGTTGCCTTCTGTTGAGCTAGATGTTGACC
CATCAGGAGCCTACACCAGCCTTGTTTCACCTGTAAGATTTGATAAAAAATATGAAACTGTTGG
GGGAATCAACTTACCCAAGGTGATCAAATGTCTGGGCTCTGATGGGCACCTGAGGACGCAACTT
GTCAAGGGTCAGGATGACCTGCGACAAGATGCGGTGATGCAGCAGGTTTTCTCCCTGGTCAACC
AGCTGCTGGCAGGGGCACCAGAGACCAGGCAGAGACAGCTGAACATCAGGACATACAAGGTGAT
TCCACTGAGCCAGAAGTGTGGGCTGCTTCAGTGGTGTGAGGGGACACAACCACTGGGGGAATAC
TTGATAGGAACAACCCGCTCACCTGGCGCCCACACCATGTACAGACCTAAAGACTGGCTCCCCA
GGGACTGCAGGAACCACCTACATAATTCTGGCAATGAGCCAGACAAAAGGTTTAAGGCCTATCA
GGAGATCTGTGCCAACTTTAAACCAGTCTTCAGGTATTTCTTCATGGAGAATTTCATGGAGCCT
TCAACTTGGTTTGAGAAACGTCTGATCTACACACGTAGTGTTGCTACCACTTCTATTGTGGGCT
ACATACTAGGGCTGGGTGACCGCCATCTGATGAATATTCTCATTGACAAACAAACTGCAGAGTT
GGTCCATATCGACCTGGGAATTGCCTTTGACATGGGACACATCCTTCCTACCCCAGAGACTGTT
CCGTTTAGATTAACCAGGGACATAGTGGATGGGATGGGGGTCACAGGGGTTGAAGGTGTCTTTA
GAAGGTGTTGTGAGCAGACCATGCATGTGATGAAGACCAACAGCGAGTCTCTGCTGACCATTGT
CCAGGTGCTGCTGCATGACCCACTGTCACACTGGACACTAACACCCCAGCAGGCGCTGACCATT
CAGAGGAAACGTGAGCAGGCAAACCAAGACATTATGGAACAGTCCATGGCTGCCAGTTTTCAGG
TGCCATCCAGTGGTCAAATACCTGCTAGTGGTCAGCCTCCAGCCACTCTAGGACTGGCAGGCGG
AGACCTTGGAACCAGAGGATCAGATTCCAAAGACCAGAACAAACTGGCAGAGAGAACTCTCCTG
CGTCTGAAGCAGAAGTTAAATGGACAAGAGGGCAATGCACAGCTGAGTGTATCTGGCCAGGTCA
ATTTCCTCATCCAAATGGCAAGTGATCCCAGAAACCTTTGCAAATTGTTTGCAGGCTGGCAGCC
ATATTTGTAG
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ATR

TCAAATCTTATAAAAATGTCATTGCTGCTTGCCCAGAATGGGAAGATGGATATTTTCATCTAGC
CAAGTATTATGATCGTGTGATGAATACCATCATTGATGATAAAGATAAAGCTGAGAAACAAGGG
GATTTCATCATTTATGTGGTGAGAAACTTTGGCCACTCCTTGCAGTATGGCAACCAGCACATTT
ACCAGTCCTTGCCTCGACTGCTGAGCCTGTGGCTGGACTACGGCACCGTTGTTGTAGAGGCTGA
GAGACGGGACAAAGGCAAACAAACACAGAAACTCAAGAACCAAAGGACTGTTCTCAAAAGGATT
AATGATATAATTTGTGAACTAAACCAAGAGCTTTCTCCTTACCAAATGTTTACAGCCTTTGCGC
AGCTGATATCTCGCATCTGTCATGCTCAACCAGATGTCTTCATTGTTCTTAAGGAAATAATTTC
TCGTTTGTTGATAGAGTATCCACATCAAGCAATCTGGATGATGATGGCTGTATCAAAGTCCTCC
TATAAGAGAAGAGCTGAGAGATGTACAGACATATTTGCTACAGCAGTACAAAAAAGACCAGGCT
TGTCTAAATTAATCCAGGATTACATCCGCCTAACAGATCATCTAATTGAAGTGTGTGAGAAACA
TCTGGATCCAGGAAGTACCAGCTTAAATGTGACTTTTCGACCTCTAAAGCGCTTGTTTGAGGAT
AGGAACCTGAGCCAAATGCTGCTGCCCACCCAAGCTTCAGTGTGTGTCAAGCTGCCAGCTACTA
TAGCCAGAGACCAACAGCACAGTCCCTTCCCAGACAATCCCATTTACATCCAGGGCTTTGAGGA
CAATATTGAAGTTCTCCCATCACTGCAAAGACCAAAAAAGATTACAATACTGGGAAGTGATGGT
CAGCGTTATGTCATGATGTGCAAGCCCAGGGATGATCTACGCAAGGATTGCCGCTTGATGGATT
TTAACAATGTGGTCAACAGATTTCTTCGTAGAGACCCAGAATCCAGGCGTAGAGGTTTACTTAT
TCGAACTTATAATGTGACACCACTAAACAAAGAGTGTGGGTTAATCGAGTGGGTGAACAACACA
ACTGGACTACGCCATGTTTTGTTGAAGCTTTACAAACAGAGAGGCATCTTCATGACAGGAAAGG
AACTAACTGCATTGAAACCTCCTCTAAATGCCAGTATAGAAACTAAAATGAAAATTTTCAAGGA
GAAGCTGCTACCCAAACATCCTCCCCTGTTTCCTGAGTGGTTCTTAAGGACATTCCCTGACCCC
ACCTCATGGTATAGTGCTAGAGTATCCTATGCAAGGACTGCAGCTGTGATGAGTATGGTAGGAT
ACATTCTAGGCCTAGGAGACCGGCATGGAGAGAATATCCTCTTTGATTCAACAACTGGGGACTG
CATTCATGTTGATTTTAACTGCCTGTTTAATAAGGGAGAAACTTTTGAGTGGCCTGAGAGAGTC
CCTTTTCGTCTAACACACAACATGACAGCAGCTTTTGGACCACTGGGCTATGAAGGTGTGTTCA
GGCGAGCATGTGAGATGACTCTCAAAGTGATACGTGATCAGATGGACCCACTCATGAGTGTGCT
CAAACCTTTCATCTATGACCCTCTGGTGGAGTGGAGCACACAGTCCTCAAGGGGACAGCACTCC
AGTGAAACAGGGGAGATAAATAATGAGCTGGCTTTAAGTCATGTTCAGAACATTGAAGATAGAA
TGCGTGGAATATTAAAGACCAAAGCAAAACCCAGGTGTCTTCCACTGTCTATTGAAGGTCATGT
TGACTATCTGATCAAGGAGGCCACAGATGAAACCAATTTATGTGCTATGTACATTGGTTGGGCT
GCTTTCATGTGA
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XPA-1

ATGTCTTCAAAATCACAAACTACATTAACAGAAGAACAAAAAGCCAGAATAGAGCAAAACAAAA
AAAAAGCTTTGCTTCTTAAGAAGGCAAGGGTAACCAAACGTCCCCATGAGGAAGGGCCATCCAG
TGATATTGAGAGTAAAATTCATTGGACTCCACTGGAGATTGACACAAGAGCTGGATTCTTTTTA
GAAGATGTGGATACAAAAACAACAAAAACAGATAGTATAAAGATCATTCATGAACCAGGTCCAC
TGATTGAAAGTAATTTAGTGTGTGAAGAATGCCAAATGAAATTTCAAGATTCATACTTATACAA
CAAATTTGATCAACCAGTGTGTGATAGTTGTCGCGATGATGAAAAACATTCTCTTATCACAAGA
ACAGATGCAAAGAGCAATTATTTATTAAAAGATGAAGATTTTGATAAAAGAGAGCCTCCATTAA
AATATATCTTAAGAAAAAATCCACACAATCCAAAATGGGGAGATATGAAACTTTATCTTCAAAG
TCAGATTTGGAAACGAGTTATGGAAGTGTGGGGAAGTGAGGAAAAGCTGGAGGAGGCTAGAGAA
GAAAGGGCTGCTAAAAAAGAGAAGACAAAACAAAAAAAATATGATAAAAAATTAAAAGAATTAC
GCATGTCAGTAAGGAGTAGCTTGTGGCGGAAAGATCTCTCAGGTCATCAACATGAGTATGGTGA
TGAGGTTTATGATGAAGATAAAGATAGCTATTCTAAGACTTGTTCATCTTGTGGTCATGAGTGG
ACATATGAAAAAATGTAA

XRCC-2
ATGGCAATCGATTCACGAAAAGCACTGAAAAAAGCAGAATCAGGAGCACAGTTGCTTGCTAGAT
TGAGTACCCGACCAGACTTAACACCAGTTGACCCATTTGTTTTTGGAAATTTTTCTTCTCATGG
ATCCACCTGCTTCGGTCAAGTGGTAGAGCTGTATGGGCCTGAGGGTAGTGGGAAATCAGAACTT
GCTCTTCATTACATCGCAAAGACTTGTCTGCCTACTCAGTGGAAAGGTTATCCTCTTGGTGGTC
TTGGTGCCAAAGTTATTTTTATTGACACGGAATACAAGTTTTCAATTCTAAGACTTGCGATTGT
TATAGAAAAATTGTTTTCAGAGATAGTACAGCAAGGCTCCTCTTCCAAGAGGGTATCAAACCAA
ACTAAATGTGAAGCTTGTGTAGAAGACATTAGCGCTCTTGATAGATCTGACTCATGCAAGAATG
GATATGTTGAAGTCAAAGCTGCAGTGTCATCAGACAGTTTAAAGCAGTGTAAACATAAAAACAT
GTCAAAAACAAATCTAACTTATCAACATGGTGAAAATGGTGCATACAAAAGGGAGGTCACGCCA
GATTTATCCAGAACTGATGAAGGAACTATACAGCCCACAGAAAGAACTGCAACTCTATTGCTAC
AAGAGACAGATGAAGTTGTACTAGATGCCCTTGGGCGTGTTCAAGTGATCAAGGTCCAAAGCAC
TCAGCAACTTCTGGCCACGCTTCTATCTCTGGAACATGCACTGTCCAGCGAGCCACAACTAGCC
CTTGTCGTCATTGACACCATCTCAGCTTTCTACTGGTTGGACAAAGCCTTAGACCCCAGCAACT
TCCACAGCACTGAGGTGAAAATGGCACCCATTGTTAACGCCATATCTAAGTACGTCTCTGAGCT
TGGTGTTTCCTTTCTTGTTGTCAAGGAGGACGTCATAGGGAAAAAGAAAAATTGGAACGACAAG
GAGTGCAGGTACAGCAAGAGTGAAGGTTCCAAACAGTCGGAGAAAGAAAAAGTTTTGTCTGAGC
ATGTTCCGTATTTGGGTAGGTCGTGGGAAAGTTTTCCGGTCAAGAGGATTGTGTTGACGAAACA
TTCAGACGTGAAGGACAGGAAGTTGTTGACTGCCTGGTGTTCAGACTGGCCCAATGGAAGGCGT
TTTGTGTTTGTGGATGATGGCATTAAGTTTCTTTAA
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XRCC-4
ATGGCCTCTGAAAGAGAAGAGACTTCACTTTTAGAATTCACAGACCAGCCTTGTAAGGGGGACA
GAAGCTTTCTGTGGACCATTATGAAAACTGAAGAAGAAGAAAGCTTTGATTTCACACTTCTTAG
TGGACAGAGTGTCTGGGAGGGATCATTATCATTAAAGGACATGAAGCAACAAAGTGATGAAATA
CGGATGGATTTAAGTCCCTTCATAGATAATGCCAAAGCTGCATTTCTACAAGATGGTGAATCTT
CTACTTTCCAGTGTACTTTATCAAACAGCAAAAAAGATTCTATATTGCTAACTTGGAAAAAGCA
GTCAGAGGATGTTAAATTTAAATTAGGGTCACTGATGTTAAAGAAATGTGAGAACTCATCTTCC
AAAATCTGTGATATTTTGAGTGATTGTGTAACCCGCCTAAATTCTTTGCATTCTATGAAATTGG
AAAATCAAAGATTAACTATAGAAAGACAAAATGCAATCAAGAAATTAGAAAAATGTGTTCAAGC
AAAGGAGGAACTTGAAAAGAATCTTTATTCTAAGTTTGTTGCAGTTTTAAATAGCAAAAAAGAG
AAAATCCGTGAATTAGAAAATAATGACCATGAAGAGCAAGAAATTGTAGAAAAAGATTTAGAGC
CAGTAAAAAGAAAAAGTGACAGAGACTTACTCAGTATTTCTACAAAAAAAGTTAAATCCAAAAG
GGATGAAACACCTCCAGATCTTGATTCTTCACTAAACCTTGACATTGACCAAACAGAAGAGAGA
AATAATCCAATTGTGATTAGGAGTCGAGCAATAACACAAACAAGAAAAGGAGCATCATCCAAAC
TAATTTTACCAACAGTTTCCACTAACAGTTCAGTCAATCTTCAGAGAAAGTCAAGCTTGAGGAA
GAGTGGTTCCAATAAATCATCTGACAATTTGGATCCAGAGGATTTGTTAGATAATTTTTAG
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Vinclozolin is a fungicide used in agriculture that can reach aquatic ecosystems and affect the organisms
living there. Its effects have been intensively studied in vertebrates, where it acts as an antiandrogen, but
there is a lack of information about its mechanistic effects on invertebrates. In this work, we analyzed the
response of genes related to the endocrine system, the stress response, and the detoxification mechanisms
of Chironomus riparius fourth instar larvae after 24 h and 48 h exposures to 20 (69.9 nM), 200 (699 nM),
and 2000 pg/L (6.99 wM) of Vinclozolin. Survival analysis showed that this compound has low toxicity,

L(ﬁﬁwﬂgse as it was not lethal for this organism at the concentrations used. However, this fungicide was shown
Endicrine disruption to modify the transcriptional activity of the ecdysone response pathway genes EcR, E74, and Kr-h1 by
Midge increasing their mRNA levels. While no changes were observed in disembodied, a gene related with the
Stress ecdysone synthesis metabolic pathway, Cyp18A1, which is involved in the inactivation of the active form

of ecdysone, was upregulated. Additionally, the expression of two genes related to other hormones, FOXO
and MAPR, did not show any changes when Vinclozolin was present. The analysis of stress response genes
showed significant changes in the mRNA levels of Hsp70, Hsp24, and Gp93, indicating that Vinclozolin
activates the cellular stress mechanisms. Finally, the expressions of the genes Cyp4G and GstD3, which
encode enzymes involved in phase [ and phase I detoxification, respectively, were analyzed. It was found
that their mRNA levels were altered by Vinclozolin, suggesting their involvement in the degradation of this
compound. For the first time, these results show evidence that Vinclozolin can modulate gene expression,
leading to possible significant endocrine alterations of the insect endocrine system. These results also
offer new clues about the mode of action of this compound in invertebrates.

© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Vinclozolin (Vz; [3-(3,5-dichlorophenyl)-5-methyl-5-
vinyloxazolidine 2,4-dione]) is a widely used fungicide that
has been classified by the European Chemical Agency as toxic to
aquatic life with long lasting effects, and its use was formally unau-
thorized in Europe in 2007 but it is still used in other countries. It
was found in groundwater at concentrations ranging from 60 to
220 ppb and in surface water from 128 to 390 ppb (El-Shahat et al.,
2003). It is classified as a possible human carcinogen (Chemicals
Evaluated for Carcinogenic Potential, Office of Pesticide Programs,
U.S. Environmental Protection Agency), as unlikely to present
acute hazard in normal use (The WHO recommended classification
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E-mail address: jlmartinez@ccia.uned.es (J.-L. Martinez-Guitarte).

http://dx.doi.org/10.1016/j.aquatox.2016.03.001
0166-445X/© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.

of pesticides by hazard and guidelines to classification: 2004,
WHO), and has been described as an antiandrogen in vertebrates
with additional transgenerational effects because it alters the
epigenome (Casati et al., 2015; Paoloni-Giacobino, 2014; van
Ravenzwaay et al., 2013; Skinner and Anway, 2007). Although
it has been intensively studied in vertebrates, information con-
cerning its effects on invertebrates is still scarce. It is known that
Vz does not affect the survival nor the reproduction of Daphnia
magna at environmental concentrations, but this compound
shows some effects related to its development (Haeba et al., 2008;
Vandegehuchte et al., 2010). It also affects the development and
reproduction of isopods (Lemos et al., 2009, 2010a, 2010b, 2010c).
Previous research has indicated that this fungicide may alter the
reproduction of mollusks. Tillmann et al. (2001) described the
earlier sexual response and the stimulation of egg mass production
in Marisa cornuarietis due to Vz (Lagadic et al., 2007). Further-
more, lower fecundity, which can be attributed to Vz, has been
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ABSTRACT

Vinclozolin is a fungicide used in agriculture that can reach aquatic ecosystems and
affect the organisms living there. lts effects have been intensively studied in
vertebrates, where it acts as an antiandrogen, but there is a lack of information about
its mechanistic effects on invertebrates. In this work, we analyzed the response of
genes related to the endocrine system, the stress response, and the detoxification
mechanisms of Chironomus riparius fourth instar larvae after 24h and 48h exposures to
20 (69.9 nM), 200 (699 nM), and 2000 ug/L (6.99 uM) of Vinclozolin. Survival analysis
showed that this compound has low toxicity, as it was not lethal for this organism at the
concentrations used. However, this fungicide was shown to modify the transcriptional
activity of the ecdysone response pathway genes EcR, E74, and Kr-h1 by increasing
their mRNA levels. While no changes where observed in disembodied, a gene related
with the ecdysone synthesis metabolic pathway, Cyp18A1, which is involved in the
inactivation of the active form of ecdysone, was upregulated. Additionally, the
expression of two genes related to other hormones, FOXO and MAPR, did not show
any changes when Vinclozolin was present. The analysis of stress response genes
showed significant changes in the mRNA levels of Hsp70, Hsp24, and Gp93, indicating
that Vinclozolin activates the cellular stress mechanisms. Finally, the expressions of
the genes Cyp4G and GstD3, which encode enzymes involved in phase | and phase |
detoxification, respectively, were analyzed. It was found that their mRNA levels were
altered by Vinclozolin, suggesting their involvement in the degradation of this
compound. For the first time, these results show evidence that Vinclozolin can
modulate gene expression, leading to possible significant endocrine alterations of the
insect endocrine system. These results also offer new clues about the mode of action

of this compound in invertebrates.
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1. INTRODUCTION

Vinclozolin (Vz; [3-(3,5-dichlorophenyl)-5-methyl-5-vinyloxazolidine 2,4-dione])
is a widely used fungicide that has been classified by the European Chemical
Agency as toxic to aquatic life with long lasting effects, and its use was formally
unauthorized in Europe in 2007 but it is still used in other countries. It was found
in groundwater at concentrations ranging from 60 to 220 ppb and in surface
water from 128 to 390 ppb (El-Shahat et al., 2003). It is classified as a possible
human carcinogen (Chemicals Evaluated for Carcinogenic Potential, Office of
Pesticide Programs, U.S. Environmental Protection Agency), as unlikely to
present acute hazard in normal use (The WHO recommended classification of
pesticides by hazard and guidelines to classification: 2004, WHO), and has
been described as an antiandrogen in vertebrates with additional
transgenerational effects because it alters the epigenome (Casati et al., 2015;
Paoloni-Giacobino, 2014; van Ravenzwaay et al., 2013; Skinner and Anway,
2007). Although it has been intensively studied in vertebrates, information
concerning its effects on invertebrates is still scarce. It is known that Vz does
not affect the survival nor the reproduction of Daphnia magna at environmental
concentrations, but this compound shows some effects related to its
development (Haeba et al., 2008; Vandegehuchte et al., 2010). It also affects
the development and reproduction of isopods (Lemos et al.,, 2009, 2010a,
2010b, 2010c). Previous research has indicated that this fungicide may alter the
reproduction of mollusks. Tillmann et al. (2001) described the earlier sexual
response and the stimulation of egg mass production in Marisa cornuarietis due
to Vz (Lagadic et al., 2007). Furthermore, lower fecundity, which can be
attributed to Vz, has been observed in the pond snail Lymnaea stagnalis

3
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(Ducrot et al., 2010) exposed to a range of 0.025 pg/L to 2.5 mg/L (0.087 nM -
8.7 uM). Additionally, the hatchability of the freshwater snail Physa acuta was
reduced by 10 mg/L (34.9 uyM) Vz exposure (Sanchez-Argiello et al., 2012).
Little data at the cellular level has been obtained. Only studies analyzing the
effects of this compound on the DNA methylation of Aedes albopictus (Oppold
et al., 2015) and Daphnia magna (Vandegehuchte et al., 2010) and its
genotoxic effects in Physa acuta (Sanchez-Arglello et al.,, 2012) have been

carried out.

Chironomus riparius is a dipteran with aquatic larvae that have a key role in
freshwater ecosystems (Rieradevall M et al., 1995). This organism is used in
several toxicity tests (OECD, 2004a, 2004b, 2010, 2011). It has been employed
to analyze the cellular and molecular effects caused by several compounds,
such as bisphenol A (Lee and Choi, 2007; Planellé et al., 2008), phthalates
(Herrero et al., 2015; Planell6 et al., 2011), heavy metals (Planellé et al., 2007),
UV-filters (Ozéaez et al., 2013, 2014), and pesticides (Martinez-Paz et al., 2013;
Morales et al., 2014), showing that the genes related to the endocrine system
and the stress response as well as detoxification enzymes could potentially be
used as biomarkers to characterize the mode of action of these compounds and
as tools to improve the environmental risk assessment of these pollutants. The
endocrine system of insects is one of the best known systems in invertebrates.
Ecdysone is the main hormone in insects and regulates the development and
ecdysis (Nation, James L., 2008). Its synthesis is carried out by a set of Cyp450
enzymes that are known as the Halloween set of genes (Gilbert, 2004; Iga and
Kataoka, 2012). After the hormone has accomplished its function, it is
inactivated by another Cyp450 enzyme, Cyp18A1 (Guittard et al., 2011). On the

4
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other hand, insects have an insulin-signaling pathway (Garofalo, 2002), in which
the response to insulin-like peptides are activated by a set of proteins that is
involved in growth and other physiological events (Goberdhan and Wilson,
2003; Leevers, 2001; Wu and Brown, 2006). Forkhead box sub-group O
(FOXO0), a transcription factor involved in the regulation of the number of cells,
participates in this pathway (Neufeld, 2003; Wu and Brown, 2006). Although the
insect endocrine system is one of the best known in invertebrates, there are still
many receptors that have no identified ligands, such as the estrogen-related
receptor, which has been studied in relation to the endocrine disruption activity

of different compounds (Liu et al., 2014; Morales et al., 2013, 2014).

Another cellular process that has been studied to elucidate the mode of action
of the pollutants is the stress response, which is mainly characterized by
increased levels of heat shock proteins (Morimoto et al., 1997). These proteins
work during stress to prevent the unfolding and aggregation of cellular proteins,
but they also participate in other physiological processes, such as apoptosis,
the cell cycle and division, development, and differentiation (Bakthisaran et al.,
2015; Didelot et al., 2006; Morrow et al., 2015; Yang and Li, 2005). They are
divided into several families, and Hsp70 has been found to be an important
member. Changes in the levels of the mRNA and/or protein of Hsp70 have
been studied in a great number of organisms under a variety of conditions
(Carnevali and Maradonna, 2003; Chen et al., 2014; Lin et al., 2014; Planell6 et

al., 2008), showing that this protein could be useful in environmental toxicology.

The presence of compounds inside the cell activates the mechanism to

deactivate and eliminate them. It is a two-step process. The first step typically
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involves an oxidative reaction by a cytochrome P450 monooxygenase enzyme,
while the second step consists of a conjugation with a charged species, such as
glutathione (GSH), sulfate, glycine, or glucuronic acid, to increase the polarity of
the compound (lyanagi, 2007). In Chironomus riparius, Cyp4G (Martinez-Paz et
al., 2012) and thirteen GST enzyme genes (Nair and Choi, 2011; Nair et al.,
2011) have been analyzed in the presence of different pollutants, showing that
their expression can be modulated by contaminants and suggesting that they

could be good parameters to evaluate the detoxification response to toxicants.

As there is a lack of data concerning the effects of vinclozolin in Chironomus
riparius, we studied the response of fourth instar larvae to this compound. The
survival and expression profile of genes related to the endocrine response
(EcR, E74, Kr-h1, FOXO, MAPR), ecdysone metabolism (disembodied,
Cyp18A1), stress response (Hsp70, Hsp24, Gp93), and detoxification
mechanisms (Cyp4G, GstD3) were analyzed in order to determine whether
vinclozolin alters the cellular homeostasis and disrupts the endocrine system.
The obtained data also could provide a deeper knowledge about the mode of
action of this compound in an important link of the aquatic food web and,
additionally, add new molecular biomarkers to establish the effects that other

compounds could show on invertebrates.

2. MATERIAL AND METHODS

2.1. Animals

The experimental animals were aquatic larvae of the midge Chironomus

riparius. Stock cultures are maintained in the laboratory of Biology and
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Environmental Toxicology (UNED) from natural populations of midge larvae
originally collected in a non-polluted area of Valencia (Spain) and reared under
standard laboratory conditions according to OECD guidelines (OECD, 2001).
Larvae were grown from egg masses in aqueous culture medium (0.5 mM
CaCly, 1 mM NaCl, 1 mM MgSO,4, 0.1 mM NaHCOs3, 0.025 mM KH,PO,4, and
0.01 mM FeCl;3) supplemented with nettle leaves, commercial fish food
(TetraMint), and cellulose tissue in polyethylene tanks. Cultures were
maintained under constant aeration at 20°C and under standard light-dark

periods (16L:8D).

2.2. Treatment

Vinclozolin (Vz; CAS No.A 50471-44-8, purity = 99%) was purchased from
Sigma-Aldrich (Germany). Experimental treatments were carried out by
exposing fourth instar larvae (three different experiments of n = 50 in the
survival experiments, n = 10 in the expression analysis per vessel) to the
chemical diluted in 50 ml culture medium without sediment. Glass vessels were
used to carry out the exposures. The duration of the treatment varied depending
on whether the exposures were for survival (up 96 h) or expression analysis (up
to 48 h). In the tests for survival, the medium was renewed every day to
maintain the steady state of exposure of the parent compound because the half-
life of Vz in the test medium was 10.8 h (Sanchez-Arguello et al., 2012). On the
other hand, Ducrot et al. (2010) describe a maximal VZ concentration detected
in surface water of 0.5 ug/L (1.75 nM) and an impairment of invertebrate
reproduction at 2.5 mg/L (8.7 uM) so the following nominal concentrations of Vz

were used: 20, 200 and 2,000 pg/L (69.9 nM, 0.699 uM, and 6.99 uM
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respectively). Three independent experiments were performed. The untreated
control larvae were exposed to the same concentration of solvent (acetone

0.1%).

2.3. Identification of gene sequences and primers

The Cyp4G, Hsp24, and Hsp70 genes were described by our laboratory
(Martinez-Paz et al., 2012; Martin-Folgar et al., 2015; Morales et al., 2013),
while EcR and GstD3 were described previously (Nair and Choi, 2011, 2011).
However, several of the genes used in this work had not been previously
described in Chironomus riparius. To obtain their mRNA sequences, we used a
NGS project present in the database, performed with a mix of individuals from
different developmental stages and larvae exposed to cadmium, copper,
tributyltin, and phenanthrene (Marinkovi¢ et al., 2012). A systematic search
using the raw sequences from this project and the sequences that the authors
uploaded to the Transcriptome Shotgun Assembly (TSA) allowed us to obtain
the sequences that matched with cyfochrome P450 18A1 (Cyp18A1),
disembodied (Dib), transcription factor E74 (E74), forkhead box sub-group O
(FOXO), glycoprotein 93 (Gp93), Kriippel homolog 1 (Kr-h1), and membrane
associated progesterone (steroid) receptor (MAPR) from other insects. We
named this last gene “membrane associated progesterone receptor” because
this is the name that has been assigned to its homologous protein sequence in
Culex quinquefasciatus and Aedes aegypti, but it is also known as “membrane
steroid binding protein” in Drosophila melanogaster. Table 1 summarizes the
sequences that correspond to each mRNA and the closest matching Drosophila

melanogaster protein. The primers used for Real-Time PCR were designed



AN ANEXOS

186

187

188

189

190

191

192

193

194

195

196

197

198

199

200

201

202

203

204

205

206

207

208

using these sequences and are shown in table 2. The design of these primers
was carried out with NCBI primer designing tool

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/).

2.4. RNA isolation

The total RNA was extracted from each control and individual fourth instar
larvae that were exposed to Vz using a guanidine isothiocyanate-based method
performed with a commercial kit (TRIZOL, Invitrogen) according to the
manufacturer’s protocol. Afterwards, the RNA was treated with RNase-free
DNase (Roche) and, subsequently, a phenol:chlorophorm:isoamil alcohol
(Fluka) extraction using Phase Lock Light tubes (5prime) was carried out. The
quality and quantity of the total RNA were determined by agarose
electrophoresis and absorbance spectrophotometry (Biophotomer Eppendorf).

Finally, the purified RNA was stored at -80°C.

2.5. cDNA synthesis and Real time (RT-PCR)

Aliquots of 0.5 ug of isolated RNA were reverse-transcribed using 100 units of
M-MLV enzyme (Invitrogen) in the presence of 0.5 ug of the oligonucleotide
dT20 primer (Sigma) and 0.5 mM dNTPs (Biotools) at 37°C for 50 min in a final
reaction volume of 20 yl. The cDNA obtained was used as the template for
Polymerase Chain Reaction (PCR). Quantitative real-time PCR (qRT-PCR) was
performed with a CFX96 thermocycler (BioRad) and SsoFast EvaGreen
Supermix (BioRad). The glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)
and ribosomal protein L13 (rpL13) genes were employed as endogenous

references controls (Morales et al., 2013).
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The PCR efficiency was assessed using a standard curve with the template
diluted 1:2 in five steps and with the same PCR conditions (R2 > 0.98 for all
primers). The efficiencies are listed in Table 2. The gRT-PCR was run using the
following cycling conditions: an initial denaturation at 95°C for 30 seconds,
followed by 39 cycles of 95°C denaturation for 5 seconds, 58°C annealing for 15
seconds and 65°C elongation for 10 seconds. To verify the accuracy of each
amplicon, a melting curve analysis was performed after amplification. The
BioRad CFX Manager 3.1 software was used to determine the total mRNA
levels by normalizing the gene expression (2% against two endogenous
reference genes. Each sample was run in duplicate wells, and three

independent replicates were performed for each experiment.
2.6. Statistical analysis

Statistical analyses were performed using SPSS 22 (IBM). The normal
distribution and variance homogeneity of data were assessed with the
Kolmogorov-Smirnov and Levene tests, respectively. For normally distributed
data significant differences were compared using Anova (Cyp4G, GstD3, Dib,
EcR, MAPR) while Kruskal-Wallis was used for non-normally distributed data
(Cyt18a1, E74, Krh-1, Hsp24, Hsp70, Gp93). A significance level of p<0.05 (*)
was used. All of the results are expressed as the mean and standard error of
mean (SEM) of individual fourth instar C. riparius larvae from three experiments,
discarding the higher- and lower-valued results obtained in the control and

vinclozolin treatments (n=7).

3. RESULTS AND DISCUSSION

10
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3.1. Effects of vinclozolin on larvae survival

Survival analysis with fourth instar larvae of vinclozolin toxicity showed that this
compound had no effect on the survival of C. riparius larvae (figure 1). The
mortality rate was similar to that observed for the control larvae, even at the
highest concentration tested (2,000 ug/L). From these results, it can be
concluded that vinclozolin has a low toxicity and that these concentrations were
suitable to perform short-term expression studies. This low toxicity agrees with
previous results found for invertebrates. Most of the studies performed to date
have focused on the sublethal effects of Vz (Ducrot et al., 2010; Lemos et al.,
2010c; Sanchez-Argulello et al., 2012; Tillmann et al., 2001; Vandegehuchte et
al., 2010; Wu et al.,, 2014). Thus, this compound has low toxicity and
environmental concentrations could have an impact on the survival of larvae but

no so strong that compromise the viability of the population.

3.2. Effects of vinclozolin on endocrine related genes

Vinclozolin is a fungicide with known antiandrogen activity in vertebrates, but its
action in invertebrates is poorly understood. There is a lack of studies
concerning the effects of Vz in invertebrates, and few studies are focused on
the molecular endpoints that help to describe its mode of action. The endocrine
system involves a number of interactions between different hormonal pathways
and Vz could affect some of them. Although the presence of androgens and
other sex steroids similar to those found in vertebrates has been detected in
some invertebrates, mainly mollusks, there is still a debate regarding its
biological role (Scott, 2012, 2013). However, no androgens have been
described in insects but one of the main hormones in them, ecdysone, has a
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steroid-like nature. We selected several genes to evaluate the ability of Vz to
alter the endocrine system analyzing the expression of genes involved in the
ecdysone response pathway (EcR, E74, Kr-h1), the ecdysone metabolism (Dib,
Cyp18A1), or the insulin receptor pathway (FOXO). Additionally, an orphan

receptor (MAPR) that can bind steroids was used (Kimura et al., 2012).

Initially we analyzed the ecdysone response pathway using fourth instar larvae
treated with 20 and 200 pg/L of Vz for 24 and 48 h. Real-time PCR analysis
showed that exposure of 20 ug/L Vz for 24 h increased the mRNA levels of
EcR, with a return to similar levels of those observed in the control at 48 h. No
significant increase was observed with 200 pg/L of Vz exposure (figure 2).
When the expression levels of E74 and Kr-h1 were analyzed, no changes were
detected at 24 h at any concentration of Vz, but an increase at 48 h can be
observed with 20 pg/L of Vz exposure (figure 2). This agrees with the fact that
these genes encode for proteins that are activated by the cascade initiated by
ecdysone binding to EcR. In insects, there are no reports that indicate the
presence of sex steroids, but ecdysone is an important hormone with a steroid-
like nature. The analysis performed showed that EcR was upregulated and that
two genes that encode proteins that are activated later in the ecdysone
response pathway, E74 and Kr-h1, were also activated by a 20 ug/L exposure
of Vz but 24 h later than EcR. This sequential activation suggests that Vz is
mimicking ecdysone and induces the downstream steps of the ecdysone
response pathway. Then, it can be said that Vz has endocrine disrupting activity
in insects and it is affecting an endocrine pathway related with the ecdysis and

the development.
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On the other hand, the action of xenobiotics also can affect the metabolism of
the hormones. To check this possibility, we analyzed the expression of two
genes, disembodied and cytochrome P450 18A1, that encode for enzymes
implicated in the synthesis and the inactivation of ecdysone (Guittard et al.,
2011; Rewitz et al., 2006). Disembodied is a cytochrome P450 enzyme, also
known as Cyp302a1, involved in ecdsyone synthesis, while Cytochrome P450
18a1 participates in the inactivation of the active form of the hormone. When the
expression analysis of these genes was performed, no changes were detected
for Dib, but an increase in the expression of Cyp718A1 was detected at 48 h for
the 20 pg/L exposure (figure 3). This result suggests that the presence of Vz did
not affect the synthesis of ecdysone but stimulated its degradation pathway.
Thus, the increased expression of Cyp18A1 could reflect the increased activity
of the inactivation mechanism for the natural hormone as a result of the
activation of the ecdysone response pathway observed at the same time. There
are no previous studies that report a variation in the metabolism of hormones,
even in vertebrates, in which the mode of action of antiandrogens has been
associated with the androgen receptor (Kavlock and Cummings, 2005). To our
knowledge, this is the first time that the interference of Vz with a gene related to
the metabolism of a hormone has been described, suggesting that it could
affect the endocrine system in very diverse ways. However, it cannot be
discarded that this effect is indirect although it seems specific. While Dib is not
affected, cyp78a1 upregulation could be a result of a general effect of the
overexpression of cytochrome P450 enzymes because it has been described
that Vz can alter this type of enzyme in vertebrates (de Oca et al., 2015; Ronis

et al., 1998). In this sense it is important to consider the great number of
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cytochrome P450 enzymes that are present in the cells so a diversity in the
response to Vz could be possible. Further research is needed to clarify whether

Vz can also interfere also with hormonal metabolism.

On the other hand, at the present time, there are no data about the effect that
this compound could have on other hormonal pathways in vertebrates or
invertebrates, and it is only proposed to interfere with the androgen response
pathway (Wilson et al., 2008) at the endocrine level. It is important to elucidate
whether Vz could modulate other hormonal responses because it could cause a
wider effect than previously thought, at least in invertebrates. To analyze other
hormonal response pathways, two other genes were studied. FOXO is a gene
related to the insulin-like peptide response pathway. Its transcription was
activated at 48 h when larvae were exposed to 20 ug/L of Vz, but no other
response was observed (figure 4). Additionally, the expression of a gene that
encodes an orphan receptor that could bind steroids, MAPR, was analyzed. For
this gene, no significant changes were detected in mRNA levels (figure 4).
Expression analysis of FOXO indicates that Vz can also affect other hormonal
pathways, but the mechanisms are still unclear. Again, it cannot be discarded
that the alteration is produced indirectly because this compound can also
modulate epigenetic processes (Oppold et al., 2015). Thus, it is possible that
the alteration of epigenetic marks can modify the expression of certain genes in
response. MAPR, a gene that encodes for a receptor with an unknown ligand in
insects but probably could bind a steroid (Kimura et al., 2012), did not show
changes in its transcriptional activity. Thus, it is most likely that this receptor is
not affected by Vz. Despite this negative result, it is necessary to highlight the
importance of studying orphan receptors because they may work with endocrine
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disruptors to affect the insect endocrine system. Finally, the effects of Vz on
other hormonal pathways is important because there are complex relations
among them and it is possible that the observed effects of this compound are

indirectly produced.

One striking fact is that the upregulation of endocrine related genes is observed
with the lowest concentration tested, but no response is observed with the
highest concentration. It is possible that the 200 pg/L concentration causes the
response to occur at earlier times, even before 24 h. It is a ten-fold higher
concentration. Thus, it cannot be discarded as the fastest response induction.
However, there is another explanation that fits with the characteristics of the
hormonal responses. Nonmonotonic dose responses for several hormones
(Vandenberg et al., 2012; Welshons et al., 2003), where low doses are
physiologically relevant, but higher doses do not activate the hormonal action,
have been described. This type of response, also known as inverted-U, has

also been observed with different xenoestrogens.

3.3. Effects of vinclozolin on stress response

It has been previously described that Vz activates the stress response in
Porcellio scaber and Hyalella azteca (Lemos et al., 2010a; Wu et al., 2014), but
there are no data focusing on the effects of Vz on the heat shock proteins
genes response in insects. To test the response of these genes in C. riparius,
we analyzed the expression of Hsp24, Hsp70, and Gp93, three genes that
encode for members of the heat shock protein family. The analysis of the Real-
time PCR data (figure 5) showed that all of these genes did not show any
change at 24 h with the concentrations tested, but a higher transcriptional
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activity was observed at 48 h, although only 20 pg/L of Vz produced statistically
significant increases. Apparently, the activation is not dose-dependent because
no statistically significant increase was observed with the 200 ug/L exposure.
The three genes analyzed cover different types of HSPs. Hsp24 is a small HSP,
and this group of HSPs has been associated with a wide number of roles in
cells (Bakthisaran et al., 2015; Morrow et al., 2015), including development.
Thus, the alteration caused by Vz could be indirectly related with the effect that
this compound has as endocrine disruptor. On the other hand, Hsp70 is the
main HSP gene related to the stress response, and it is also altered by Vz in P.
scaber (Lemos et al., 2010a). Thus, this compound may activate the stress
response. However, it is worth noting that some heat shock proteins are
associated with the complex of activators and repressors that, when interacting
with nuclear receptors, contribute to steroid hormone signaling inside cells
(Arbeitman and Hogness, 2000; Gehring, 1998). Gp93 is a gene that encodes a
protein related to Hsp90 because it is the ortholog of glucose regulated protein
94 (GRP94) (Maynard et al., 2010) and the endoplasmic reticulum Hsp90, a
metazoan-restricted chaperone that is essential for early development in
mammals (Chen et al., 2006). No previous data exist concerning the effect that
Vz has on this gene, but it has been previously described that Vz affects the
expression of glucose regulated protein 78 (GRP78) (Lemos et al., 2010a), a
gene related to the Hsp70 family. The glucose regulated proteins (GRPs) are
traditionally regarded as ER proteins with chaperone and calcium binding
properties. They are constitutively expressed at basal levels in all organs, and
as stress-inducible ER chaperones, they are major players in protein folding,

assembly, and degradation (Marzec et al., 2012; Zhang and Zhang, 2010). It is
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interesting that GRP94 has also been found to be involved in the regulation of
insulin-like growth factor secretion in mice (Wanderling et al., 2007), so the
transcriptional activity increase of Gp93 by Vz in C. riparius could be related in
some way to the activation of the FOXO gene because they seemed to be
coordinated. Overall, the obtained results indicate that several heat shock
protein genes are activated in presence of Vz and this activation would be

related with their roles in stress and/or development.

3.4. Effects of vinclozolin on detoxification genes

Usually, it is believed that detoxification mechanisms involve two steps, phase |
and phase I, which are carried out by the actions of cytochrome P450 enzymes
for phase | and transferases with a diverse nature for phase Il. It has been
described that Vz alters the cytochrome P450 enzymes in vertebrates (de Oca
et al., 2015), but there is a lack of data regarding its effects in invertebrates,
although it has been observed that it can upregulate some genes, such as
hemocyanine, cytochrome c oxidase, and cytochrome b, in invertebrates (Wu et
al., 2014). We analyzed the effects of Vz on the expression of the genes related
to these detoxification mechanisms by probing the changes in the mRNA levels
of Cyp4G and GstD3, genes that encode enzymes involved in detoxification
phase | and phase I, respectively (figure 6). The obtained results showed that
Cyp4G increased its activity after 24 h of exposure, but only with 20 pg/L of Vz.
On the other hand, the same exposure time produced an upregulation of the
GstD3 gene when 200 pg/L of Vz was used. Neither of these two genes showed
altered expression at 48 h. These results suggest an early activation of the

detoxification mechanisms by Vz, but this activation is not maintained in the
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time. They also suggest that phase | and phase Il could be activated by the
presence of Vz. The upregulation of Cyp4G might be in response to Vz because
this gene also reacts to the presence of other toxicants (Martinez-Paz et al.,
2012). On the other hand, GstD3 is a gene that encodes for an enzyme
involved in phase Il, and the increase in its mRNA levels at 200 ug/L of Vz
exposure suggests that the detoxification of Vz in the cell includes a GST
conjugation process. Studies in mice have showed that Vz injections induce the
Cyp enzymes and GST activity (Cantelli-Forti and Camerino, 1998) so the
results obtained in this work are in agreement with those observed in

vertebrates.

4. CONCLUSIONS

In summary, Vz causes diverse effects in the transcription of several genes
related to the endocrine system and stress response in C. riparius. The most
affected hormonal pathway of the two studied is the ecdysone-activated
cascade, but the insulin-like peptide response pathway could be also altered.
These results reveal new possibilities in the mode of action of this substance.
Furthermore, our results suggest that ecdysone inactivation is also affected in
C. riparius. On the other hand, the stress response seemed to be activated, as
several HSP genes were upregulated. However, this activation could also be
related to the endocrine system because the genes analyzed could interact with
hormonal responses. Finally, the detoxification mechanisms were analyzed, and
results similar to previous data on vertebrates were obtained, suggesting that
the detoxification of Vz uses similar pathways. To our knowledge, this is the first

study that raises the possibility of a hormonal target different from steroids for
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vinclozolin. Although this compound has been banned from EU and its use in
US is declining, it is widely used in other countries, like China, so it is necessary
to get a better picture of its mode of action and get new tools to evaluate how
affects the environment. Additionally, this study opens up new possibilities in
the analysis of the effects that Vz has in invertebrates and highlights that its
mode of action in invertebrates could involve different pathways to those
observed in vertebrates. Finally, the obtained data offer new perspectives in the
analysis of a model anti-androgen compound that could help to develop better

approaches to the study of this kind of endocrine disruptors in invertebrates.
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647  Table 1. Characteristics and accession numbers of the sequences used.

Homolog protein  Identity/

Accession Size - ORF Gene ORF Symbol Function D. melanogaster homology

KA185210.1 1518 bp - 471 aa Cytochrome P450 18a1 Incomplete Cyp78A71 Inactivation of ecdysone NP_728191.1 64%/77%
KA194426.1 526 bp - 156 aa

KA190753.1 747 bp - 169 aa Disembodied Incomplete Dib Synthesis of ecdysone NP_524810.2 54%/72%
KA177910.1 2644 bp - 605 aa Transcription factor E74 Incomplete E74 Ecdsyone response pathway ~ NP_730288.1 78-43%
KA184959.1 1985 bp - 497 aa oTkhead box sub- Incomplete  Foxo  Imsulin receplor response NP_650330.3  55%/63%
group O pathway
KA183318.1 2513 bp - 794 aa Glycoprotein 93 Complete  Gp93 E:;‘I’géa;":;g;”ocu'”m NP_651601.1  73%/87%
KA180012.1 2225 bp - 622 aa Kriippel homolog 1 Incomplete  Kr-h1 ﬁgf%f}‘:;ﬁ:g; J#::’;zhways NP_477466.1  74%/81%
KA185639.1 1413 bp - 203 aa Membrane associated o0 pggp,  OrPhan receptorin NP_573087.1  59%/77%
progesterone receptor invertebrates
648
649 Table 2. Primers used in Real-time PCR.
Name Sequence Efficiency

Cyp18a1 F GTTTCACTCGAGACGATCCA 104.5

Cyp18a1 R TTTAGCGGCTTGAAATGTTG ’

Cyp4dG F TAAGTGGAACTGGTGGGTACAT 99.5

CypdGR TTGCATTGTGCATTTTAGGATGTC ’

Dib F GAGGCATCCATACAACTTCATTC 08.4

Dib R CAAAATCCTTCCAACTCCAATAG ’

E74 F TCTTACTGAAACTTCTTCAAG 105.4

E74 R GCTTTGAGACAGCTTTGGAAT ’

EcRF TCTTCTCACGGCCATCGTCA 107 1

EcRR GCTGCATCTTGTTTCGCCAC ’

FOXO F ATGGCGGTGATGTCCAACAA 975

FOXO R TGAACCCACGAATTGCACGA ’

GAPDHF GGTATTTCATTGAATGATCACTTTG 107.7

GAPDHR TAATCCTTGGATTGCATGTACTTG ’

Gp93 F ACCCCATGTGTACTCGTTGC 1035

Gp93 R CGTGGATTAAATTCGAGAGC '

GSTD3F TGGTTGAAACGAGAGCACCA 110.5

GSTD3 R TCGGATATAGAGTGCCAGCATCG ’

Hsp24 F TCACTTAATGACTGGATATCG 100.0

Hsp24 R GAATCCATCCTTGCCGAAATGC '

Hsp70 F ACTTGAACCAGTTGAGCGT 102.8

Hsp70 R TTGCCACAGAAGAAATCTTG ’

Kr-h1 F CCCTCGAGCTAACTCCACCC 103.9

Kr-h1 R GCTGCAATGTTTGACTGGTT ’

rpL13 F AAGCTGCTTTCCCAAGAC 108.7

rpL13 R TTGGCATAATTGGTCCAG ’

MAPR F GGACCGTATGCAGCTTTTGG 101.6

MAPRR  TTGTTCGCCAGGCCTTAACA

650
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Figure 1. The dose- and time-dependent effects of Vz exposure on the survival
of fourth instar Chironomus riparius larvae. The values represent the mean and

standard error (SE) from three independent experiments (n=150).

Figure 2. The transcription levels of the Ecdysone Receptor, E74, and Kriippel
homolog 1 genes. Larvae were treated with 20 ug/L (69.9 nM) and 200 ug/L
(699 nM) of Vz for 24 and 48 hours. RT-PCR experiments were carried out
using the primers listed in Table 2. The transcript levels were normalized using
the mRNA levels of the GAPDH and rpL13 genes. Whisker boxes are shown.
The number of larvae for each box is seven (n=7). The horizontal line within the
box indicates the median. The boundaries of the box indicate the 25"- and 75"
percentiles, and the whiskers indicate the highest and lowest results. The mean
is indicated by the small circle inside the box. The treated larvae were

compared to the control larvae. *Significant difference (p < 0.05).

Figure 3. The expression of genes involved in ecdysone metabolism. The
MRNA levels of the Disembodied and Cyp18A1 genes were analyzed in larvae
treated with 20 pg/L (69.9 nM) and 200 pg/L (699 nM) of Vz for 24 and 48
hours. The primers used in the RT-PCR experiments are listed in Table 2. The
transcript levels were normalized using the mRNA levels of the GAPDH and
rpL13 genes. Whisker boxes are shown. The number of larvae for each box is
seven (n=7). The horizontal line within the box indicates the median. The
boundaries of the box indicate the 25"- and 75™-percentiles, and the whiskers
indicate the highest and lowest results. The mean is indicated by the small
circle inside the box. The treated larvae were compared to the control larvae.

*Significant difference (p < 0.05).
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Figure 4. The transcription levels of the FOXO and MAPR genes. These genes
were studied during exposure to 20 ug/L (69.9 nM) and 200 pg/L (699 nM) of Vz
for 24 and 48 hours. RT-PCR experiments were carried out with the primers
listed in Table 2. The transcript levels were normalized using the mRNA levels
of the GAPDH and rpL13 genes. Whisker boxes are shown. The number of
larvae for each box is seven (n=7). The horizontal line within the box indicates
the median. The boundaries of the box indicate the 25" and 75™-percentiles,
and the whiskers indicate the highest and lowest results. The mean is indicated
by the small circle inside the box. The treated larvae were compared to the

control larvae. *Significant difference (p < 0.05).

Figure 5. The expression levels of the hsp70, hsp24, and Gp93 genes. Larvae
were treated with 20 pg/L (69.9 nM) and 200 pg/L (699 nM) of Vz for 24 and 48
hours. The RT-PCR experiments were carried out with the primers listed in
Table 2. The transcript levels were normalized using the mRNA levels of the
GAPDH and rpL13 genes. Whisker boxes are shown. The number of larvae for
each box is seven (n=7). The horizontal line within the box indicates the
median. The boundaries of the box indicate the 25" and 75th-percentiles, and
the whiskers indicate the highest and lowest results. The mean is indicated by
the small circle inside the box. The treated larvae were compared to the control

larvae. *Significant difference (p < 0.05).

Figure 6. The mRNA levels of the genes encoding for enzymes involved in
detoxification mechanisms. The mRNA levels of the Cyp4G and GstD3 genes
were analyzed in larvae exposed to 20 pg/L (69.9 nM) and 200 pg/L (699 nM) of
Vz for 24 and 48 hours. RT-PCR experiments were carried out with the primers

listed in Table 2. The transcript levels were normalized using the mRNA levels
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of the GAPDH and rpL13 genes. Whisker boxes are shown. The number of
larvae for each box is seven (n=7). The horizontal line within the box indicates
the median. The boundaries of the box indicate the 25™- and 75™-percentiles,
and the whiskers indicate the highest and lowest results. The mean is indicated
by the small circle inside the box. The treated larvae were compared to the

control larvae. *Significant difference (p < 0.05).
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Vinclozolin (Vz) is a pollutant found in aquatic environments whose antiandrogenic effects in repro-
duction are well known in mammals. Although its reproductive effects have been less studied in in-
vertebrates, other effects, including genotoxicity, have been described. Therefore, in this work, we
studied the genotoxic effects of Vz in the freshwater benthic invertebrate Chironomus riparius. DNA
damage was evaluated with the comet assay (tail area, olive moment, tail moment and % DNA in tail), and
the transcriptional levels of different genes involved in DNA repair (ATM, NLK and XRCC1) and apoptosis
(DECAY) were measured by RT-PCR. Fourth instar larvae of C. riparius, were exposed to Vz for 24 h at 20
and 200 pg/L. The Vz exposures affected the DNA integrity in this organism, since a dose-response
relationship occurred, with DNA strand breaks significantly increased with increased dose for tail area,
olive moment and tail moment parameters. Additionally, the lower concentration of Vz produced a
significant induction of the transcripts of three genes under study (ATM, NLK and XRCC1) showing the
activation of the cellular repair mechanism. In contrast, the expression of these genes with the highest
concentration were downregulated, indicating failure of the cellular repair mechanism, which would
explain the higher DNA damage. These data report for the first time the alterations of Vz on gene
transcription of an insect and confirm the potential genotoxicity of this compound on freshwater
invertebrates.

© 2017 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

development, is toxic to aquatic life with long-lasting effects, and is
suspected of causing cancer and allergic skin reactions. Vinclozolin

In the last two decades, we have seen growing scientific concern
and public debate over the possible deleterious effects in humans
and wildlife that can result from exposure to substances that
interfere with the endocrine system. These substances are termed
endocrine disruptor chemicals (EDCs). Recently, chemicals that
alter androgen signaling have gained more attention, particularly
antiandrogenic compounds such as vinclozolin (Vz). Vinclozolin is a
dicarboximide fungicide widely used for the control of diseases in
fruits, vegetables, and ornamental plants (Anway et al., 2006), and
it has been described by the European Chemicals Agency ECHA as a
substance that may damage fertility and disturb embryonic

* This paper has been recommended for acceptance by Klaus Kummerer.
* Corresponding author.
E-mail address: maquilino@ccia.uned.es (M. Aquilino).

https://doi.org/10.1016/j.envpol.2017.09.088
0269-7491/© 2017 Elsevier Ltd. All rights reserved.

possesses antiandrogenic activity in mammals and fish (Kavlock
and Cummings, 2005; Kiparissis et al., 2003), and has been detec-
ted in surface waters at concentrations of 0.1-2.4 pg/L (El-Shahat
et al., 2003).

The toxic potential of Vz has been studied in numerous species,
mostly vertebrates, and has been shown to adversely affect a wide
range of cellular components and processes (Flick et al., 2017;
Hoffmann and Kloas, 2016; Jedeon et al., 2016). However, its mo-
lecular mechanisms of action have still not been fully characterized
despite a variety of studies on its endocrine toxic effects. EDCs are
reactive chemicals that exhibit different mechanisms of toxicity,
and damage to genetic material may contribute toward the overall
toxic impact of a particular chemical. However, although they have
a diverse chemical nature, there is still little information about the
capability of endocrine active compounds to interact with DNA,
particularly in freshwater invertebrates that are poorly represented
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Abstract

Vinclozolin (Vz) is a pollutant found in aquatic environments whose
antiandrogenic effects in reproduction are well known in mammals. Although its
reproductive effects have been less studied in invertebrates, other effects,
including genotoxicity, have been described. Therefore, in this work, we studied
the genotoxic effects of Vz in the freshwater benthic invertebrate Chironomus
riparius. DNA damage was evaluated with the comet assay, and the
transcriptional levels of different genes involved in DNA repair (ATM, NLK and
XRCC1) and apoptosis (DECAY) were measured by RT-PCR. Fourth instar
larvae of C. riparius, were exposed to Vz for 24 hours at 20 and 200 ug/L. The
Vz exposures affected the DNA integrity in this organism, since a dose-
response relationship occurred, with DNA strand breaks significantly increased
with increased dose (tail area, olive moment, tail moment and % DNA in tail).
Additionally, the lower concentration of Vz produced a significant induction of
the transcripts of three genes under study (ATM, NLK and XRCC1) showing the
activation of the cellular repair mechanism. In contrast, the expression of these
genes with the highest concentration were downregulated, indicating failure of
the cellular repair mechanism, which would explain the higher DNA damage.
These data report for the first time the alterations of Vz on gene transcription of
an insect and confirm the potential genotoxicity of this compound on freshwater

invertebrates.

Keywords: Vinclozolin, Genotoxicity, Chironomus riparius.

Capsule: Our results demonstrate that Vz produce a significant induction of

genes involved in DNA repair and an increase in DNA strand breaks.
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1. INTRODUCTION

Vinclozolin (Vz; [3-(3,5-dichlorophenyl)-5-methyl-5-vinyloxazolidine 2,4-dione])
is a widely used fungicide that has been classified by the European Chemical
Agency as toxic to aquatic life with long lasting effects, and its use was formally
unauthorized in Europe in 2007 but it is still used in other countries. It was found
in groundwater at concentrations ranging from 60 to 220 ppb and in surface
water from 128 to 390 ppb (El-Shahat et al., 2003). It is classified as a possible
human carcinogen (Chemicals Evaluated for Carcinogenic Potential, Office of
Pesticide Programs, U.S. Environmental Protection Agency), as unlikely to
present acute hazard in normal use (The WHO recommended classification of
pesticides by hazard and guidelines to classification: 2004, WHO), and has
been described as an antiandrogen in vertebrates with additional
transgenerational effects because it alters the epigenome (Casati et al., 2015;
Paoloni-Giacobino, 2014; van Ravenzwaay et al., 2013; Skinner and Anway,
2007). Although it has been intensively studied in vertebrates, information
concerning its effects on invertebrates is still scarce. It is known that Vz does
not affect the survival nor the reproduction of Daphnia magna at environmental
concentrations, but this compound shows some effects related to its
development (Haeba et al., 2008; Vandegehuchte et al., 2010). It also affects
the development and reproduction of isopods (Lemos et al.,, 2009, 2010a,
2010b, 2010c). Previous research has indicated that this fungicide may alter the
reproduction of mollusks. Tillmann et al. (2001) described the earlier sexual
response and the stimulation of egg mass production in Marisa cornuarietis due
to Vz (Lagadic et al., 2007). Furthermore, lower fecundity, which can be
attributed to Vz, has been observed in the pond snail Lymnaea stagnalis
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ABSTRACT

Vinclozolin is a fungicide used in agriculture that can reach aquatic ecosystems and
affect the organisms living there. lts effects have been intensively studied in
vertebrates, where it acts as an antiandrogen, but there is a lack of information about
its mechanistic effects on invertebrates. In this work, we analyzed the response of
genes related to the endocrine system, the stress response, and the detoxification
mechanisms of Chironomus riparius fourth instar larvae after 24h and 48h exposures to
20 (69.9 nM), 200 (699 nM), and 2000 ug/L (6.99 uM) of Vinclozolin. Survival analysis
showed that this compound has low toxicity, as it was not lethal for this organism at the
concentrations used. However, this fungicide was shown to modify the transcriptional
activity of the ecdysone response pathway genes EcR, E74, and Kr-h1 by increasing
their mRNA levels. While no changes where observed in disembodied, a gene related
with the ecdysone synthesis metabolic pathway, Cyp18A1, which is involved in the
inactivation of the active form of ecdysone, was upregulated. Additionally, the
expression of two genes related to other hormones, FOXO and MAPR, did not show
any changes when Vinclozolin was present. The analysis of stress response genes
showed significant changes in the mRNA levels of Hsp70, Hsp24, and Gp93, indicating
that Vinclozolin activates the cellular stress mechanisms. Finally, the expressions of
the genes Cyp4G and GstD3, which encode enzymes involved in phase | and phase |
detoxification, respectively, were analyzed. It was found that their mRNA levels were
altered by Vinclozolin, suggesting their involvement in the degradation of this
compound. For the first time, these results show evidence that Vinclozolin can
modulate gene expression, leading to possible significant endocrine alterations of the
insect endocrine system. These results also offer new clues about the mode of action

of this compound in invertebrates.
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Introduction

In the last two decades, we have seen growing scientific concern and public
debate over the possible deleterious effects in humans and wildlife that can
result from exposure to substances that interfere with the endocrine system.
These substances are termed endocrine disruptor chemicals (EDCs). Recently,
chemicals that alter androgen signaling have gained more attention, particularly
antiandrogenic compounds such as Vinclozolin (Vz). Vz is a dicarboximide
fungicide widely used for the control of diseases in fruits, vegetables, and
ornamental plants (Anway et al., 2006), and it has been described by the
European Chemicals Agency ECHA as a substance that may damage fertility
and disturb the development of embryo, is toxic to aquatic life with long-lasting
effects, and is suspected of causing cancer and allergic skin reactions. Vz
possesses antiandrogenic activity in mammals and fish (Kavlock and
Cummings, 2005; Kiparissis et al., 2003), and has been detected in surface

waters at concentrations of 0.1-2.4 pg/L (EI-Shahat et al., 2003).

The toxic potential of Vz has been studied in numerous species, mostly
vertebrates, and has been shown to adversely affect a wide range of cellular
components and processes (Flick et al., 2017; Hoffmann and Kloas, 2016;
Jedeon et al., 2016). However, its molecular mechanisms of action have still not
been fully characterized despite a variety of studies on its endocrine toxic
effects. EDCs are reactive chemicals that exhibit different mechanisms of
toxicity, and damage to genetic material may contribute toward the overall toxic
impact of a particular chemical. However, although they have a diverse
chemical nature, there is still little information about the capability of endocrine

active compounds to interact with DNA, particularly in freshwater invertebrates
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that are poorly represented in previous studies (Martinez-Paz et al., 2013).
Accordingly, Hagger et al. (2006) demonstrated a clear association between

DNA damage and imposex induced by an EDC in the mollusk Nucella lapillus.

Genotoxicity is considered to be one of the most important toxicity parameters
in chemical testing and environmental risk assessment. Breaks produced in
DNA due to exposure to different compounds can become non-repaired lesions,
and as such, have been employed as biomarkers of genotoxicity. Most studies
that analyze the genotoxic effects caused by Vz are in human cells (Wu et al.,
2005) and bovine lymphocyte cells (Lioi et al., 1998), and usually use the
micronucleus test (MN). Almost nothing is known about the genotoxicity of Vz in
invertebrates, only MN induction in embryos of the freshwater snail Physa acuta
at non-environmentally relevant concentrations has been reported (Sanchez-
Arguello et al., 2012). Genotoxic effects involve DNA damage, which can be
analyzed by cytological methods, such as the comet assay, and determining the
expression of genes related to DNA repair could help to clarify the mechanisms

that cause this damage.

The comet assay has many advantages compared to other cytological
genotoxic evaluation methods: it allows the qualitative and quantitative
detection of low levels of DNA damage in any type of eukaryotic cell; it is a
quick technique and can be performed with a low number of cells. In aquatic
environments, most comet assays have been performed using in vitro systems,
while many others have focused on invertebrates, particularly using filter
feeding organisms like marine (Chatel et al., 2012; Kolarevi¢ et al., 2016) and
freshwater (Frenzilli et al., 2009) bivalves. It is important to note that the comet

assay measures direct and indirect DNA damage, and can be used to estimate
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the extent of DNA breaks, which itself reflects the number of damaged cells and
the severity of damage. Thus, it is necessary to also account for mitochondrial
or membrane damage that can cause extensive DNA fragmentation via

apoptosis or necrosis (de Lapuente et al., 2015).

Therefore, we have analyzed the transcriptional activity of the genes ATM,
DECAY, NLK, and XRCC1, because of their putative relationship with genotoxic
effects. ATM (ataxia-telangiectasia mutated) is a protein that is mediated in
response to DNA double-strand breaks (DSB) and has a number of important
roles in the cell (Guleria and Chandna, 2016; lijima et al., 2008), while DECAY
(death executioner caspase related to Apopain/Yama) is a key factor in
canonical apoptotic signaling, since it shares homology with mammalian
caspase 3 and caspase 7 (Dorstyn et al., 1999). NLK (NEMO-like kinase) was
described as a tissue-specific factor that regulates the activity of several signal
transduction pathways, including Wnt/B-catenin, Notch and Bmp (bone
morphogenetic protein) signaling and it is the first member of a family of
proteins known as NEMO-like kinases (NLK) (Ishitani and Ishitani, 2013).
Recently, NLK has been related with DNA damage repair mechanisms because
it is required for p53 activation in response to DNA damage (Zhang et al.,
2014). Finally, X-ray repair cross complementing 1 (XRCC1) is a base excision
repair (BER) enzyme involved in the core processes of single strand break
repair, simulating endonuclease action. It also acts as a scaffold protein in the
subsequent restoration of the site (Brem and Hall, 2005; Hanssen-Bauer et al.,

2012).

Chironomus riparius is a species widely used in ecotoxicology, and has been

selected as an organism for investigating the potential endocrine disrupting
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effects of chemicals and as a reference organism in standardized protocols
(OECD, 2004a; OECD, 2004b; OECD, 2010; OECD, 2011). Exposure to some
well-known endocrine disruptors, such as DEHP (bis(2-ethylhexyl)phthalate),
cadmium, and some UV filters, produced changes in the activity of different
genes, showing that these compounds greatly affect the expression of genes,
particularly those related to hormonal pathways (Herrero et al., 2016; Herrero et
al., 2017; Ozaez et al., 2016).0On the other hand, preliminary studies have been
performed about the genotoxic effects of some compounds in this species and
related species (Lee et al., 2009; Nair et al., 2011; Park and Choi, 2009)

showing genotoxic effects on aquatic organisms.

In a previous study, we showed that Vz can interfere with genes related to the
endocrine system, ecdysone metabolism, the detoxification mechanism, and the
stress response (Aquilino et al., 2016). The aim of the present study is to
evaluate the genotoxic effects of Vz, and the possible mechanisms involved in
this response at the molecular and cellular level in C. riparius. The comet assay
was performed to investigate the level of DNA damage in terms of strand
breaks and alkali labile sites, while real-time PCR was used to analyze the

MRNA levels of several genes involved in the DNA damage response.

Material and Methods

Animals

Fourth instar larvae of the midge Chironomus riparius were the experimental
animals. Stock cultures were reared under standard laboratory conditions in the
Laboratory of Biology and Environmental Toxicology (UNED) for several

generations, according to OECD guidelines (OECD, 2004a; OECD, 2004b;
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OECD, 2010; OECD, 2011). Larvae were grown from egg masses in aqueous
culture medium (0.5 mM CaCl,, 1 mM NaCl, 1 mM MgSQO,, 0.1 mM NaHCOs,
and 0.025 mM KH,PQO,) supplemented with nettle leaves, commercial fish food
(TetraMint), and cellulose tissue in 6 L polyethylene tanks. Cultures were
maintained under constant aeration at 20°C and under standard light-dark

periods (16L: 8D).

Treatments

For experimental treatments fourth instar larvae were exposed to 20 and 200
pg/L of Vinclozolin (Vz; CAS No. A 50471-44-8, purity = 99%) from Sigma-
Aldrich (Germany) diluted in 30 mL culture medium without sediment (glass
vessels were used to carry out the exposures). Three different experiments of n
= 13 per treatment for the genotoxicity assay, and n = 9 per treatment for the
expression analysis. The duration of the treatment was 24 hours for both
assays. The untreated control larvae were exposed to the same concentration

of solvent (acetone 0.1%).

Comet assay

The comet assay was performed following a modified version of the method of
Singh et al. (1988). Thirteen larvae were homogenized over gauze and
resuspended in 3 mL 1x PBS. The homogenate was centrifuged for 5 minutes
at 1500 rpm at 4°C. Pellet was resuspended in 250 uL of PBS 1x. From the cell
suspension (104 cells/mL), 10 yL was mixed with 100 pL of 1% low melting
point (LMP) agarose and 75 pL of this mix were spread onto a 3-well
microscope comet slide (Cell Biolabs) and the gel was solidified for 1 hour at

4 °C. Cells were lysed with lysis buffer (10 mM TrisHCI, 100 mM EDTA, 2.5 M
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NaCl, 10% DMSO, 10% Triton X-100, pH 10) for 1 hour at 4°C. Subsequently,
the cells were exposed to alkali buffer (300 mM NaOH, 1 mM EDTA, pH > 13)
for 30 minutes at 4°C to allow the unwinding of DNA. The microscope slides
were exposed to an electric field of 1 V/cm and 300 mA for 20 minutes in an
electrophoresis buffer (300 mM NaOH, 1 mM EDTA). Slides were washed three
times in dH,O for 5 minutes each, and then in 70% ethanol for 5 minutes.
Finally, slides were dehydrated and stained with Vistagreen (Cell Biolabs) for 15
minutes and observed in a fluorescence microscope. A total of 450 cells were
scored (150 cells per treatment from each of three replicate slides). The slides
were examined under a Zeiss Axiophot photomicroscope equipped with an
epifluorescence system and a Carl Zeiss Microscopy GmbH camera. Fifty
images were randomly selected from each slide and analyzed using
CometScore 1.5 software (TriTek Corp.). The medians for DNA damage was
expressed as the tail moment (tail length x tail %DNA/100), olive moment (OM)

([tail mean - head mean] x tail %DNA), % of DNA in tail, and tail area.

Sequence identification

The nucleotide sequences for ATM, DECAY, NLK, and XRCC1 were obtained
from Sequence Read Archive database. A file including all the sequences from
the project SRX147945 (Marinkovi¢ et al., 2012) was downloaded and used to
run a systematic search in the GenBank database with the Blast2GO tool
(Conesa et al., 2005). The conditions of the search were: tblastx program, non-
redundant database and Blast Expect value of 1.0E-3. Sequences identified as
belonging to the gene of interest were used to perform a second search in Blast
using the blastn program and Transcriptome Shotgun Assembly database. The

sequences identified were translated with SnapGene software (GSL Biotech
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LLC), and the proteins were compared using the blastp tool to confirm that
sequences corresponded to the selected gene. Sequences are included in the

supplementary material.

RNA isolation

The total RNA was extracted from individual frozen larvae using TRizol
Reagment (Invitrogen, Germany), following the manufacturer’s instructions as
described in previous work (Aquilino et al., 2016). The quality and quantity of
the total RNA was determined by agarose gel electrophoresis and absorbance
spectrophotometry (Bio-photomer Eppendorf). Finally, the purified RNA was

stored at -80°C.

cDNA synthesis and real time (RT-PCR)

Reverse transcription were performed with aliquots of 0.5 pg of isolated RNA
using M-MLV RT enzyme (Invitrogen), following the manufacturer’s instructions
in a final reaction volume of 20 uL. The obtained cDNA was used as template in
Real Time PCR reaction using Quantimix easy probes kit (Biotools) with a
CFX96 thermocycler (BioRad). The glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase (GAPDH) and ribosomal protein L13 (rpL13) genes were
employed as endogenous reference controls (Martinez-Guitarte et al., 2012).
PCR efficiency was assessed using a standard curve with the template diluted
1:2 in five steps, with the same PCR conditions. The efficiencies are listed in
Table 1. The gRT-PCR was run using the following cycling conditions: an initial
denaturation at 95°C for 30 seconds, followed by 39 cycles of 95°C denaturation
for 5 seconds, 58°C annealing for 15 seconds and 65°C elongation for 10

seconds. To verify the accuracy of each amplicon, a melting curve analysis was
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performed after amplification. The BioRad CFX Manager 3.1 software was used
to determine the total mMRNA levels by normalizing the gene expression (2744Ca)
against two endogenous reference genes. Each sample was run in duplicate

wells, and three independent replicates were performed for each experiment.

Name Sequence Efficiency (E%)
ATM F AAGTGCTACTTTATGATCCAATGT 973
ATM R TGTACACAATTTAATGCACGA :
DECAY F AAAGTGTTCCGATTATGGC 1043
DECAY R TTCACACCAGTTAAAATCCAC :
NLK F CATCTCACCAGATCGTCTCT 105.7
NLK R GAATTTATTTGATTATGCGGC :
XRCC1F GACGATTTGCATTGGATAGT 100.9
XRCC1R ATCAACATATCGCCATCAG '

Table 1. Primers used and their efficiencies in real-time PCR.

Statistical analysis

Statistical analyses were performed using SPSS 22 software (IBM). Normal
distribution and variance homogeneity of data were assessed with the
Kolmogorov-Smirnov and Levene tests, respectively. For normally distributed
data, significant differences were compared using ANOVA (% DNA in tail, olive
moment, tail area, and tail moment), while for non-normally distributed data, the
non-parametric Kruskal-Wallis test was used (ATM, DECAY, NLK, XRCC1),
discarding the higher and lower valued results obtained in the control and
vinclozolin treatments (n = 7). A significance level of p < 0.05 (*) was used. For
both cases (comet assay and gene expression) the results are expressed as

the mean and standard error of mean (SEM) of three independent experiments.

Results

Genotoxicity of Vz
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Nuclear DNA damage was evaluated by comet assay under alkaline conditions,
measuring different parameters that reflect the extent of DNA breakage induced
by Vz compared with the untreated larvae. DNA migration depends on the
length of strand breaks. Both concentrations of Vz (20 and 200 ug/L) increased
DNA damage measured for all parameters (% DNA in tail, OM, tail area, and tail
moment), showing statistically significant differences between treated and
control larvae (Figure 1). Both concentrations of Vz induced similar response for
% DNA in tail, a parameter related to break frequencies and also to the extent
of damage (Langie et al., 2015). On the other hand, the tail moment, which
incorporates relative measurements of the smallest size of migrating DNA and
the number of broken pieces, showed a dose-response relationship similar to
that observed for OM, and tail area also showed a dose-response relationship.
OM is a combined measurement of the distance between the center of both tail
and head multiplied by % DNA in tail providing information about DNA
migration. It reduces subjectivity and the method variability, being one of the
most commonly used parameters. However, it is measured in arbitrary units and
different image analysis systems can give different values. Finally, tail area
describes the number of pixels in the tail. In summary, all the measurements
performed showed the induction of DNA breaks providing the first evidence of
putative genotoxic damage on the freshwater invertebrate Chironomus riparius

by exposure to Vz.

Gene identification

A second step to perform this study was to identify genes related to DNA

damage: ATM, which is activated by double strand breaks (DSB); DECAY,
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which codes for a caspase in the same pathway as the executioner caspase;
NLK, which has recently been implicated in DNA repair, although it has also
been related to the regulation of a number of signal transduction pathways; and
XRCC1 (X-ray repair cross complementing) gene that codes a protein involved
in single strand break repair. A systematic search was performed using different
tools and databases to localize sequences that code for open reading frames
(ORFs) for these proteins, which are involved in DNA repair mechanisms and
other cellular processes that could be affected when genotoxic damage occurs.
One sequence was complete (NLK) and three were incomplete (ATM, DECAY
and XRCCT). Table 2 shows the accession numbers, the lengths of ORFs and
the closest match in the database. The relevant domains of each ORF are
presented in Figure 2. One sequence with a complete ORF of 421 aa (amino
acids) was obtained (NLK). It had a serine/threonine kinase domain associated
with NEMO-like kinases, and the protein showed very strong homology to the
NEMO protein from Drosophila melanogaster. Altogether, these data suggest
that this sequence coded for NLK in C. riparius. On the other hand, three
sequences with incomplete ORFs were identified (ATM, DECAY and XRCC1).
The first incomplete ORF corresponded to the C-terminal region of a protein
with a catalytic domain of ataxia telangiectasia mutated (ATM). Comparison
with GenBank confirmed that the fragment was homologous to the C-terminal
region of an ATM isoform of the stable fly, Stomoxys calcitrans. The sequence
was 1294 bp and the ORF only covered the last 415 aa of this large protein.
The second incomplete ORF, identified as DECAY covered the whole 786 bp.
Database comparison showed that this fragment of 262 aa was homologous to

DECAY, a caspase from Drosophila melanogaster. A caspase characteristic
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domain, CASc, was present in the central region of the fragment supporting that
this ORF codes for DECAY in C. riparius. The last incomplete sequence was
1647 bp long and coded for an ORF of 531 aa. Two domains, XRCC1 N and
BRCA1 C terminus (BRCT), can be identified. XRCC1, a protein with a relevant
role in DNA repair, is characterized by these two domains (London, 2015).
XRCC1 N binds a DNA polymerase, while the BRCA1 C terminus (BRCT)
domain interacts with DNA ligase lll. The homology with Musca domestica

XRCC1 suggests that only a small fragment of the protein was missing.

Acc N° ORF coded Species Identity/Homology
0 . Drosophila melanogaster
KA178505 g‘gqﬂga';ke kinase (NLK) - NEMO, isoform A (414 aa) 96%/98%
NP_729319
Stomoxys calcitrans
ATM serine/threonine-protein
KA186164 . kinase ATM isoform X2 (2781 52%/67%
(C-terminal fragment 415 aa) aa)
XP_013106382
Drosophila melanogaster
DECAY Death executioner caspase
KA181636 (Internal fragment 262 aa) related to Apopain/Yama 39%/58%
9 (DECAY) (380 aa)
NP_477462
Musca domestica
KA184785 XRCCH1 DNA repair protein XRCC1 39%/57%

(N-terminal fragment 531 aa) (562 aa)
XP_005187845

Table 2. Accession number, size of the ORFs coded, and the proteins with the
highest sequence homology with each ORF are shown.

Effects of Vinclozolin on DNA damage-related genes.

Four genes involved in DNA repair and related pathways were analyzed by real-
time PCR. The ATM gene showed statistically significant downregulation after
exposure to 200 ug/L of Vz for 24 h of exposure (Figure 3). Nevertheless, the
highest expression of the ATM gene was observed at the lowest concentration
(20 pg/L), showing statistically significant upregulation compared with the

control, although small differences were observed. The mRNA levels of XRCC1
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had a similar tendency to that observed for ATM, significantly upregulated at the
lowest concentration of 20 pg/L and downregulated at 200 pg/L. On the other
hand, NLK showed a dose-response relationship curve, and a statistically
significant decrease with both concentrations was observed. Finally, DECAY
expression was maintained at control levels, and no statistically significant
effects were observed after exposure to Vz. Our data showed that Vz altered
the transcriptional activity of DNA repair related genes (ATM, NLK and XRCC1),
while it did not appear to activate apoptosis since DECAY was not affected.
Furthermore, DNA repair genes were differentially affected depending on the

concentration used.

Discussion

To date, there have been few studies assessing the genotoxic effects of
Vinclozolin on invertebrates an studies of this compound in freshwater
ecosystems remain scarce. The effects of Vz have been described in Medaka
(Sun et al., 2016) and Zebrafish (Lor et al., 2015), and in some invertebrates. It
has been described that Vz produced demasculinization in males of the
copepod Acartia tonsa (Watermann et al., 2016), morphological alterations in
the rotifer Brachionus calyciflorus Palla (Alvarado-Flores et al., 2015), altered
male accessory sex organs in Marisa sp. (Tillmann et al., 2001) as well as both
fecundity and fertility in Lymnaea stagnalis adults (Ducrot et al., 2010), and it
induced differential gene expression in the amphipod Hyalella azteca (Wu et al.,
2014). While most Vz studies have focused on its antiandrogenic activity, only a

few studies have explored its genotoxic effects. To determine these effects, the



AN ANEXOS

317

318

319

320

321

322

323

324

325

326

327

328

329

330

331

332

333

334

335

336

337

338

339

340

341

present study investigated the genotoxic effects of Vz on C. riparius larvae at

the molecular and cellular level.

Previous studies showed that Vz produced a pronounced co-mutagenic effect in
the BaP-micronucleus through altered gene expression of human cell lines (Wu
et al., 2005). MN induced by Vz was also observed in the gastropod Physa
acuta (Sanchez-Arglello et al., 2012) and the rotifer Brachionus calyciflorus
(Zavala-Aguirre et al., 2007). Using the comet assay, we showed that Vz
produced DNA damage in Chironomus riparius cells, even after short exposure
times, confirming that this EDC damages DNA. Both concentrations tested
increased the DNA strand breaks, and a large comet is visible at the maximum
concentration (200 ug/L). Alkaline electrophoresis was used to show double
strand breaks (DSB), so the comet assay results suggest that DNA damage
was mainly DSB. The upregulation of ATM, the gene that codes for a protein
mediating the response to DNA double strand breaks, seems to corroborate this
possibility. However, the upregulation of XRCC1 suggests that single strand
breaks (SSB) could also be possible. Therefore, Vz could work as a genotoxic

compound producing single and double DNA breaks.

On the other hand, it has been demonstrated that NLK is required for p53
activation in response to DNA damage (Zhang et al., 2014). The downregulation
of NLK could reflect that p53 pathways were negatively affected in response to
DNA damage, thus activating apoptosis. However, the response observed with
DECAY, a gene that codes for a death executioner caspase, suggested that
apoptosis was not activated, at least in the time tested. It cannot be excluded
that downregulation of NLK could be related with other pathways regulated by

this protein, as it also participates in other processes (Ishitani and Ishitani,
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2013). Therefore, our results point to the lowest concentration of Vz tested
being able to activate the DNA repair response to DSB and SSB. The highest
concentration of Vz produced a general inhibition of the DNA damage related
genes when compared with the lowest concentration, while DECAY remained
steady for both tested concentrations. These results may reflect massive
damage on DNA that would not allow transcription. Although no statistical
significance can be observed for DECAY, a trend for downregulation can be

observed with 200 ug/L of Vz.

Taking the results into account, it can be proposed that two different scenarios
were in progress depending on the Vz concentration. With the lowest
concentration, an extensive effect seems to be compensated by the cell
activating the DNA repair mechanisms. On the other hand, the highest
concentration of Vz induced extensive DNA damage for which the cells could
not compensate, and the expression of genes involved in the response was

also affected.

Overall, our data show the early effects of Vz at the molecular and cellular level,
confirming it is able to induce transcriptional activation of genes involved in DNA
repair mechanisms and genotoxicity only 24 h after exposure at low
concentrations. The effects of Vz are clearly demonstrated on a suite of genes
related to DNA damage, which are essential for the proper maintenance and
survival of the cell under chemical stress conditions. However, further research
is needed to fully understand the mechanisms involved and the extent of the

damage produced to the cell by Vz.

Conclusions
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The present work identified three partial and one complete mRNA sequences
that code for ATM, DECAY, NLK and XRCC1, which are related to the repair of
DNA and apoptosis at different levels. This work also shows for the first time in
the aquatic midge C. riparius the genotoxic effects induced by Vz. Analysis of
mMRNA levels in larvae exposed to VZ revealed that Vz is able to differentially
modulate expression: the lower concentration used produced a significant
induction of the genes ATM, NLK and XRCC1, while the higher concentration
induced downregulation of those genes. On the other hand, the comet assay
was analyzed to detect single and double strand breaks, and showed clear
induction of a DNA damage dose-response relationship. Although further
research is needed to elucidate the mechanisms triggered by Vz to provoke the
genotoxic effects, our results reflect clear DNA damage and a rapid response of

the cell attempting to compensate for it.
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Figure 1. Induced DNA damage measured in Chironomus riparius after exposure to 20 pg/L
(69.9 nM) and 200 pg/L (699 nM) of Vz for 24 h. The results were expressed as tail area, olive
moment, tail moment and % DNA in tail. The mean + SE are shown for measurements taken in
three independent experiments (n = 13 larvae), each with three replicates. *Significant
differences (p < 0.05).

Figure 2. Diagram of the protein of Chironomus riparius identified as putative mRNAs and their
conserved domains. NEMO-like kinase (NEMO) is 421 aa in length. Ataxia-telangiectasia
mutated (ATM) is 415 aa in length. Death executioner caspase related to Apopain/Yama
(DECAY) is 262 aa in length. X-ray repair cross complementing is 531 aa in length. Diagram
designed with DOG V.2 software.

Figure 3. The transcript levels were normalized using the mRNA levels of the GAPDH and
rpL13 genes. Whisker boxes are shown. The number of larvae for each box is seven (n = 7).
The horizontal line within the box indicates the median. The boundaries of the box indicate the
25th- and 75th-percentiles, and the whiskers indicate the highest and lowest results. The mean
is indicated by the small circle inside the box. The treated larvae were compared to the control
larvae. *Significant differences (p < 0.05).
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Supplementary material

Nemo like kinase (NLK) (complete) 4496 bp

TSA: Chironomus riparius CripIT03793 mRNA sequence

GenBank: KA178505.1
GAAAAATTTGTAAAGCTGTTTTCTATTTGCTTTTCGTGAAAAAAGTGCATTATTCCATATTTCTGTCTTATTGTAAAGGCAAATAACATAAAAGAA
AAGAAAAAAATAAATCGTGAGGAAGACATAAAAATTTCATCATAAACTTTTTTCAGTAATTAAAATTAAGAAAAGTTATCAAAGCAATTAAARAAARA
ATCTAATAGTGTGCATCAATAAGTGTGATTTATGTAAATTCTATCAATATTGGATTACTTTTTACAACAAAAAGGAAATTATAACGAGACGAAAAT
TCTGCAATATTTTATGAAAAAAGAAGAAAGAATAGAAAAAAAATTACAGCTCACATTTTTATAAAAACCAGCCACCTTTAAAACATTATTTTTTGT
GATAGTCTTTTAGTGTGTGCGTTTTGTGTATATGT TTAGAGCTGCTTTTTCCAGCCAAGTGAATTACACTTAGTGAGATTAAAATAATAATATGCC
ACAGTAAAATAAAAGTTCCAAAAATATCAAATAAGAAGTATAAAAAAAAGAGTTGAAAAAAAATGAAAAGCAATTGTTAATAGTAGCAACAAGCAG
TTACAGAGAAGAAAATATAAAAAAAAGAAGTAGTAACATCAGCAATCAGTAAAATAATAATAATAATTAGAAGAAAAAAAGAAATTGGAATATAAC
AGTTCATTTTTATTGTTGTGGCTTTTTTTATTTTTACACCCGGGAATTACAACTTTTTTGTGCTACCAATTAGCAATTTTCACTGTAATATCTCAA
GTTCTATCGCGAAAAAAATTTAACATCATTGCATAGAAGCAAAGAAAGGAAGGAAAAGCTGTTTCTTACCCAAAACAAGGAGAATTAAAATTTAAA
GCTGGGTTTATTTGGTTATGGACAACAGTCAGCAGCGCTTCTGATGGCGGCAGTTGGCCCTAGTCACAGATCGCGGGTCTCGATGTCACTTCAAGG
AGGAGGGGTGGCTCAATCAGCCACTGGAACCGTTTTGGCCGCAGCTGCTCCCTATTATCAGCCTCCCAACATCCCTCAAGATGTACAGCCTGACCG
ACCAATCGGTTATGGTGCTTTCGGAGT TGTTTGGGCAGTGACAGATCCTCGAGATGGACGTCGAGTGGCACTTAAGAAGCTACCAAATGTGTTTCA
ATCACTTGTCTCATCGAAACGTGTTTTCAGGGAATTGAAAATGT TGTGTTTCTTCAAGCACGAGAATGTTCTATCAGCATTGGATATTCTTCAGCC
ACCCCATTTGGACTTTTTCCAAGAAATATATGTGATAACAGAATTACTTCAATCAGATCTTCATAAAATTATTGTGTCACCGCAACATTTGTCTGC
TGATCACATTAAAGTATTTCTTTATCAGATTTTACGTGGTCTCAAATATTTACATTCAGCTCGCATTCTTCATCGCGACATTAAGCCCGGAAATTT
GCTTGTCAATAGCAATTGTGTGCTTAAAATTTGCGATTTTGGACTTGCTCGTGTTGAAGAGCCCGATCAAACTAAGCATATGACACAAGAAGTCGT
TACACAATATTATCGTGCTCCGGAAATATTGATGGGCGCAAGACATTATTCAGCAGCTGTCGATGTATGGTCAGT TGGATGTATATTCGGTGAATT
ATTAGGTCGTCGTATACTGTTTCAAGCACAAAGTCCAGTACAACAGCTCGAATTGATAACTGAATTATTGGGAACGCCATCAATGGAGGATATGAA
ACACGCTTGCGATGGTGCTCGAACGCATATGCTTCGGAGAGTGCCAAAGCCGCCTTCATTATCAGCATTATATACGTTAAGTTCTCACGCAACACA
TGAAGCTGTTCATCTGTTATGTCAAATGCTTGTCTTCGATCCGGATAAAAGAATATCAGTAATCGATGCTTTAGCACATCCATATCTCGATGAAGG
GCGATTACGTTATCATTCATGCATGTGCAAATGTTGT TATACAACATCCGGTGGAATGAGACAATATACCGCTGATTTTGAACCTGCCGCAACACA
ACCTTTTGATGACTTATGGGAACGTAAACTCACTTCTGTGCAACAAGTTAAAGAGGAAATGCACAAATTTATAGCCGAACAGCTACAAACTGGTCG
TGTACCACTGTGTATAAACCCACAATCTGCAGCTTTTAAAAGCTTTGCAAGACAAAAGTAAATGAATTAAAAAGAATAATGAATGTCAAAATACGA
AGAACATTATTTCCTTATAAAGTAAAAAAAATACTGAGAAATTGTAAACATTTCTCCTTGAAAAATGAAAAAAAAATGAAATAGTCTTAACAATAC
ACACGCCTATAAGTAATGAATAAATTGCCAAAAATTGTGCAATTACCACTCGAAAAAAAATATGTAACTCAACTCTTGATGAAATCATAATAATAA
TCATCTCACCAGATCGTCTCTCTCTCTAGTTCAACTGTTGCTCATCCCTCAGAACTTCCGCCATCACCGCATCAGTGGTCTTGAAGCTCTTTCAAC
TGTAATCAATGCTACATCAGAAAGGCAACAGCCGCATAATCAAATAAATTCAAAAAAATTAAGAATGAAACAATTCGTTCAATTTAAAACAAAAAA
TATGATTGCCAAAAAATAATCCCAATCTCCGGGTCTATATCCTCACAACAAAAAACAAAACAAAAAACAAAATCTCACTACAAAAATTTAATATTT
TTTTCTGGCATTTCAATCATCTCGAAATTGATGGAGATATGAAATATTGGAAGTTCTTCTTATTATTTTTTTTTCTTTCACACATTAAAATCGATC
GACAACTTTTCTTTGCTTTTCTCACGCTTTAACGATATTAGAAATTATTACACACACAAATACAACCACAACAGTTTTTACCGTCAATAAACTAGT
CGTCGTTCGGGGAAAAAAATTGATTAAATAATGGAACATGATAACAATACTTATAAT TGATGATGACAGTGATGATAACTTTTTTTTGCCAAAATC
TTTTAATGCACACACAATAGATAATCATTTCGAAATTTGATGGCAAACTTTAAAGTTTGTAAGACAAAACTGCTGCTCTTAATTTTTTTTTATGTA
CATGACTCAGAAAAAGTGAAAGAAATTTTTTGTTTTGACATAATGAGAGTAAGAAATAATAACAATGTAAATAGTTAATGTGAACAGAAAATAGAA
TCAAGTTTCATTCCGTTTTTATTATTATTTCTCTTGAAAAAAAATTAT TAGGTACATACACACTTATATACATAATATGAGCTTTAAAATGTAAGA
AAGAATGAAAGTCTTTTATTTCGTGTAACTTTTTGCAAGAACACTGCCGGATAAAAAAAATGAAGAATCTTAGTACAGTTAAAAACAAGTACAGAA
TAATAAAATTCATGTATTTTAATTAAGTCTTTTTTTTTGCTCTACTGTGCTTGTCTTTTAAAAAAAACAAGAATGAGGAAGATTTTATACCCGCCA
TCAAGCTGCTAAAACAAAAACATAAAAAAAACTTTTTCTCACTTGTAAATTTTCCTGCGTCAACAGAAATGATTAGTGTTTAGCAATTCAAATCAA
TGATTCTCATGAGAGATTCCATAAAAATACAAAAAAATGAAAATGT TTTATGTGCGAGACAAACTTTTAGCTTCTTCGTTTTAGACAAGATAAATT
TATTCAAACAAGAGAGTGAAGTAGAAATTACAATATAATTAATTGATAATTGTAGGCAACTTTTACATGATAAAATCTAGCTTTTTTCGGAATTAA
GCTCTGGTGGAAGATTAGTCGGTGATTTTAGCATT TTTGAGAACGTTTTGGAAAGT TGAAGAATTTTGATATATAAT TAAAATCCTTAATCTTAAA
GTTTAACCTTTGTTTAGTAACGTTTAAGACTAGGTGATAGCTAAGCATACATATACAAAAGCTACTATATTACAGCTAGGCAGCTTTCCARAGGTT
CCAAATCTAATTTAACAATCGAATTCAAAAAAGTAAAAAATTGTCATTAAAGCGGGAAAATTAATCTTGCGTTAATTTGCTTGATTTATGCTATAA
AGTTTTTTCAATGAAATAATCATTGATTCATAGCATAAAGCAGCGAATTTAGAACGCAAAGCTTCTAATTTCAAAAGATTTGAATAAAAAATACAT
AATTCCAAATTTCAAAACTCATGGTTTTTTACATGAATCCTAACCTTAAAAGTTCTGGATCATTTTATAAAATT TTTCAAACATCTGCAAAACCAC
CAAACCTGCCAAAACAACCCGAGCAAATGTGACTGATATTTCTAAAATTCAAATCAGTCTAATTCTATGATTAACAAACGAATTGAAAATTATCTA
ATTAGGAAATTCGAATATTCTTCATAACGAGTTCTTCTTATGCTTATTTTAATCTTCAAATTCTTCTAGACATTATTCGTGCCCTCAATATTAATT
GATCATCAAGCTCGTTGTTGTCAAGGGAATGAAAAAAAAAAAGAATAAAAATAATAAAAAAAAATTAAATAGTAGTAGTT

ORF (421 aa)
MAAVGPSHRSRVSMSLQGGGVAQSATGTVLAAAAPYYQPPNIPQDVQPDRPIGYGAFGVVWAVTDPRDGRRVALKKLPNVFQSLVSSKRVFRELKM
LCFFKHENVLSALDILQPPHLDFFQEIYVITELLQSDLHKIIVSPQHLSADHIKVFLYQILRGLKYLHSARILHRDIKPGNLLVNSNCVLKICDFG
LARVEEPDQTKHMTQEVVTQYYRAPEILMGARHYSAAVDVWSVGCIFGELLGRRILFQAQSPVQQLELITELLGTPSMEDMKHACDGARTHMLRRV
PKPPSLSALYTLSSHATHEAVHLLCQOMLVEFDPDKRISVIDALAHPYLDEGRLRYHSCMCKCCYTTSGGMRQYTADFEPAATQPFDDLWERKLTSVQ
QVKEEMHKFIAEQLQTGRVPLCINPQSAAFKSFARQK
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XRCC1 (fragment) 1647 bp

TSA: Chironomus riparius CripIT10081 mRNA sequence.

GenBank: KA184785

NOTE: A “T” was inserted in position 871 to maintain the correct ORF after comparison with JXPV01025961 sequence from a

genome project for Chironomus riparius in Whole Genome Sequence database
GGAAAACAAAAATAAATTTCACAATTTCAGTTTTAACTTAATTTATTATAAGAAATGCCACAAATAACGAATGTTACATTACACAGCTTCAGCAGC
GAGGATCCTAATTTCCCGGCAAAAAATTTGATAGAAACAAAAATCACAAAGAAGTGGAAATGCGAGAAGGCAGGTGAAAAGTCAGTCTTCGTGATC
CTTAAACTTGATAAGCCTTATAAATTTACACAAATAGACATAGGAAATGAATTTACAGGAGTTATTGAGATATTGGTAGGAAATTCAATGTTAGTG
CCTCCAAAATTCGAAGAAATCATCTTAGCCACAAGTCTAATGACTATTTTTGATGCTAAGAATGAGAGAAATCCAAATGGAGTAAGAATGTTTGGA
CGAGATCTGTTTAATCCAGCTGTTGCTGATATACAATGGGATCTTGTTAAAATAATTTGCAGTCAGCCGTTCAATAATCACAGACAGTATGGCTTG
TCATTCATTAATCTTCACACAAATGAGGAAGTAACACCAAATGATGATGATGATTCACCAATAAAGTCAAAGATTCCAAAGATCCAGTTGCCGTCA
CAAGAAAAGACACCAAAAGTAGCTCCAAAAGCTACAACAAAAATTGGCAAGT TTAGATTCCGAGACTCAAATTCCGACGATGAAGAAGAAACGTCA
CCTTTTGCACAGTGGAAAAATAAGAAAGATAATCCACACTCAACAAACTCAAGAGTAACGCCAAAATCCGACACAAAATTCTCGATTAAAGAGCAA
TTAAAGGCAAAACTTGAGTCAGAAAGTAAACGTAGAAAGGTTGACGACGATGATGTTAAAACAGCCAAAGTAAAACAAGACCGTAATCGATCGAAA
GGTTTATTTTATGATAGCAGTGACGATGAACCGAACGAGAAACTTCAAAAGAAAATCGAAAAAGATAAAGAACTGAAAAGTTCCACTCAAAAACAT
CCAGTGAGGCCTACCCCAACAAAATCATCACCATCTACATCCAAATTTTCTTCATTCCTTAATGATGATGATGAAAGAAAAAGATCTTCGGTATCA
AGTCCTCAAAGAAATAAATTAAAAGATGAAGACAGTTCAACGCAAAAGAAAACCAATAAGGAAATTAAATATAGACCTTTTAATAAGCTCATGGAA
GGCGTTACTTTTGTAATTAGTGGTTATCAAAATCCAGAACGTGGCATAATTCGTCAAAAGGCGTTGGATATGGGTGCGAAATACAAAGCTGATTGG
GATGATACCTGTACTCATTTAATTTGTGCCTACAGCAACACTCCAAAATACAATCAAGTGAGAGGAAAAGGCAAAATAATTCCGAAGAAATGGATT
GAAAATTGCTTCATTGAGCAGAAAATGATTCCATGGAGACGATTTGCATTGGATAGTACCGAAAAGAACAAGTCAGAAAGTGAAGATGAAATTCTT
TGTGACTGGCACAAACCAAAGTCATCAACAGAGTCAAAAGTGGAGAAAATGGAGCAATCGGATGATTCTGATGGCGATATGTTGATTGTAGACTGT
CGTGGACAGAAGAATGACGCTAAAATTATAATTGATTCCGATTCTGAAAGTGACATGGCAATTGTTGACAAAACAACAAAAATAATAATATTAAGG
ATAGATAAAATGGAC

ORF (531 aa)

MPQITNVTLHSFSSEDPNFPAKNLIETKITKKWKCEKAGEKSVEFVILKLDKPYKFTQIDIGNEFTGVIEILVGNSMLVPPKFEEIILATSLMTIFD
AKNERNPNGVRMFGRDLFNPAVADIQWDLVKIICSQPFNNHRQYGLSFINLHTNEEVTPNDDDDSPIKSKIPKIQLPSQEKTPKVAPKATTKIGKE
RFRDSNSDDEEETSPFAQWKNKKDNPHSTNSRVTPKSDTKFSIKEQLKAKLESESKRRKVDDDDVKTAKVKQDRNRSKGLEFYDSSDDEPNEKLOKK
IEKDKELKSSTQKHPVRPTPTKSSPSTSKEFSSFLNDDDERKRSSVSSPORNKLKDEDSSTQKKTNKEIKYRPFNKLMEGVTEFVISGYQNPERGIIR
QKALDMGAKYKADWDDTCTHLICAYSNTPKYNQVRGKGKIIPKKWIENCFIEQKMIPWRRFALDSTEKNKSESEDEILCDWHKPKSSTESKVEKME
QSDDSDGDMLIVDCRGQKNDAKIIIDSDSESDMAIVDKTTKIIILRIDKMD

Decay (fragment) 786 bp
TSA: Chironomus riparius CriplT06922 mRNA sequence.
GenBank: KA181636

AAAAATAAAAATTCCAAAAGTTTAAATACAGGATATACTTATAATGAATTGAGGGTGTTAAAAGAAAAAGTTGAAGATGTGTTTTATAAAAATAAC
TGTGAAAAAGCTGGAAGAGCTATAATATTCAATCAAATTGAATTTGATGAACATGATCATCGATTGGGTGCTTATAAGGATAGCGACAACTTAAAT
ACAGTATTGAAAAGTTATGGATTAGAAGTGGAAACACATACTGATGCCACTAATGAAGAAATCGATGAGAAATTAAAATTAGCATCTCGAGATGAT
TACTCTGCATACAATTGTTTAATTGTTATCATGATGTCTCATGGAGATGAAAACAAAAACATCTTTACAAGAGATGGTTCAGTTGAAGTAGATTCA
CTATGGAAATTTTTTACGGGCGATAGATGTCCAACTCTTTGTGGAAAACCAAAATTGTTTTTTATTCAAGCTTGTCGTGGATCGACACCTGACTTT
GGTGCATTAATAGAGGAGCAAAAGCGATTTAATAAAAATCAAAAGGAATCGTTGCAAAGCAATACGGTGAGTGCACAAAGTGTTCCGATTATGGCA
GATATTCTAGTCATGTTTTCAAGTGCTGATGGATTTCCTTCATTTAGAGAAGTAAACTATGGCTCATGGTTCATAGAAGCACTGTGTGAGGAGTTA
AAAGCATATTTAAAAAATAATACAATTCAAGATGTTGATTTAATGTGGATTTTAACTGGTGTGAATAGATATGTAGCATTTTCAAAAGAAGCTTAT
GATCCAGAAGGAGATTCA

ORF (262 aa)
KNKNSKSLNTGYTYNELRVLKEKVEDVEFYKNNCEKAGRAIIFNQIEFDEHDHRLGAYKDSDNLNTVLKSYGLEVETHTDATNEE IDEKLKLASRDD
YSAYNCLIVIMMSHGDENKNIFTRDGSVEVDSLWKFEFTGDRCPTLCGKPKLFFIQACRGSTPDFGALIEEQKRFNKNQKESLQSNTVSAQSVPIMA
DILVMFSSADGFPSFREVNYGSWFIEALCEELKAYLKNNTIQDVDLMWILTGVNRYVAFSKEAYDPEGDS

ATM (fragment) 1294 bp

TSA: Chironomus riparius CriplT11460 mRNA sequence.

GenBank: KA186164
CGCGTGTTCTTGGAGCCAAAGATTTGTGGGAGACCTTAAAAAAGATCATAAATCAATAAAGCCAATAATGATTGAAATGGAGAAAATGTCAGCAGC
ACTAATTAACTTGGCTAATATGCCATTAAAGACATCATCTATTCCATCGGATCACAAAGTATTGAAATTGACAAATTTAAAATATGCACACTGTCC
AACAATTGATTTAACAGTTATGAGAAGTTGTAATTATCAGAAAAGCTTAATAACAGTCCAAAAATGGGATCCAAATGTAAAGTCAGTTGGTGGAAT
TAATGCACCAAAAAGAATTGAAGT TTTGTGTTCTGATGGAATAAGAAGACCTCAATTATTGAAAGGAAAGGACGATATGCGTCAAGATGCAATTAT
GGAACAAATATTTGGAGTTGTAAACAAATTACTACTACTCGATAAGAACATGCAAAAGAATAATGCTAGAATTAGAACATATAAAGTTGTTCCATT

209



TTCTCGACGTTCTGGCATTTTAGAATGGTGTGCAAATACGACTCCAATTGGATGTTACTTAGCTGGAGAACGTGGGAGTGATGGACGAATCATTAA
TAAAGGTGCTCATGAAATTTATCGACCAAATGATTGGAGTCCTGCTTTATGCATGCGTAAAATATCAGAGATTCCTGCAAATTTAGACAGTGATGA
TAAATTGGAAAAGTTTAATGAAATTTTGTGTCGTATTAAGCCTGTATTTCACAACTTCTTTTATGAAAAATTCAAAAATCCAGGACAACATTTTGA
ACGGAGATTTGCGTACACAATAAGTGTTGCTGTTAGTTCTATGATTGGATATATTTTGGGTATTGGAGATCGTCATGTTCAAAACATTTTAATTGA
CTTAAAAACAGCAGAATTAATTCATATTGACTTTGGAGTGGCATTTGAACAAGGTAAAATTTTACCACATCCTGAATTGATTCCATTCCGTCTAAC
GAGAGACATAATTGCACCATTTGGAGTCAGTGGAGTTGATGGAATCTTTAGAAAGGCATGCGAAAATACAATTGAAATTCTACGTAAAAATGATAA
AGCATTAACGACAATTTTGGAAGTGCTACTTTATGATCCAATGTATATGTGGACATTTGGCGTAGATCAGGCACGACGATCTCAGTTGGAATGTGA
AAGTGATGATGATCTTTCGGGTGAAAAAGTTGAGCATGATTTGATGGCATCTCGTGCATTAAATTGTGTACAAAATGAAATTGAAAGGAATGGCTA
GAAAATACCTCCGTACGATATCCGTCTATTGAAGGACAAGTCCAAT

ORF (415 aa)
ACSWSQRFVGDLKKDHKSIKPIMIEMEKMSAALINLANMPLKTSSIPSDHKVLKLTNLKYAHCPTIDLTVMRSCNYQKSLITVQKWDPNVKSVGGI
NAPKRIEVLCSDGIRRPQLLKGKDDMRQODAIMEQIFGVVNKLLLLDKNMOKNNARIRTYKVVPFSRRSGILEWCANTTPIGCYLAGERGSDGRIIN
KGAHEIYRPNDWSPALCMRKISEIPANLDSDDKLEKFNEILCRIKPVFHNFFYEKFKNPGQHFERRFAYTISVAVSSMIGYILGIGDRHVQONILID
LKTAELIHIDFGVAFEQGKILPHPELIPFRLTRDIIAPFGVSGVDGIFRKACENTIEILRKNDKALTTILEVLLYDPMYMWTFGVDQARRSQLECE
SDDDLSGEKVEHDLMASRALNCVQNEIERNG
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ARTICLE INFO ABSTRACT

The fungicide vinclozolin (Vz) is an endocrine disruptor with known anti-androgenic activity in vertebrates.
However, there is a lack of information about the Vz mode of action in invertebrates, although some studies have
shown that this compound can produce alterations in different species. Transcriptional activity was analyzed in
the freshwater snail Physella acuta in order to elucidate putative cellular processes altered by this chemical
during a response. In order to identify potential molecular biomarkers, a de novo transcriptome was generated for
this species that constitutes a valuable source for future studies. This data, together with some already available
data, permitted the identification of several genes related to detoxification mechanisms (Cyp2ul, Cyp3a7,
Cyp4f22, GSTol, GSTt2, and MRP1), stress response (Hsp20.4, Hsp17, Hsp16.6, and Cu,Zn-SOD), the hormonal
system (Estrogen Receptor and Hsp90), apoptosis (Casp3), and copper homeostasis (ATOX1). Using quantitative
Real-Time polymerase chain reaction, mRNA levels of these genes were examined in snails exposed to 20 or
200 pg/L Vz for 24 h. The results showed an overall weak response, with downregulation of Hsp20.4 and no
statistically significant change for the other genes. These findings suggest that P. acuta can manage the con-
centrations of Vz found in the environment with no relevant activation of the pathways analyzed, although
additional studies are needed for longer exposure times and including other metabolic pathways. The new genes

Keywords:
Vinclozolin

Physella acuta

de novo transcriptome
Biomarkers

Detoxification mechanisms
Stress response

Endocrine related genes

described open the range of processes that can be studied at the molecular level in toxicity tests.

1. Introduction

Currently, most human activities involve the dispersion of toxicants
into the environment. Agriculture requires the use of plant protection
products and pesticides to prevent damage to crops. Vinclozolin (Vz) is
a fungicide that has been banned in the European Union since 2007, but
it is still in use in other countries (Boyd, 2006). It can be found in
groundwater (60-220 parts per billion [ppb]) and surface water
(128-390 ppb) (El-Shahat et al., 2003) and has known anti-androgen
endocrine activity in vertebrates (van Ravenzwaay et al., 2013). Fur-
thermore, it can alter the epigenome (Casati et al., 2015) and produce
transgenerational effects (Skinner and Anway, 2007). However, the
effects in invertebrates remain under investigation, although some data
is available. Vz did not affect Daphnia magna survival and reproduction,
although development was altered (Haeba et al., 2008; Vandegehuchte
et al., 2010). Additionally, effects on isopod development and re-
production (Lemos et al., 2010a, 2010b) and mollusk reproduction
(Tillmann et al., 2001) have been observed. Lower fecundity in Lym-
naea stagnalis (Ducrot et al., 2010) and a reduced hatchability in Phy-
sella acuta, also known as Physa acuta (Sanchez-Argiiello et al., 2012),

were detected in the presence of Vz. Studies at the cellular level have
demonstrated altered DNA methylation in Aedes albopictus and D.
magna (Oppold et al., 2015; Vandegehuchte et al., 2010). Our team
recently showed modifications in mRNA levels of genes related to the
endocrine system and stress response in the dipteran Chironomus ri-
parius (Aquilino et al., 2016). Finally, genotoxicity was shown in P.
acuta (Sanchez-Argiiello et al., 2012) and C. riparius (Aquilino et al.,
2018), with activation of DNA repair mechanisms associated with the
latter species. The fact that invertebrates present a more diverse phy-
siology than vertebrates demanded to extend the research to different
groups at the cellular and molecular level. This investigation would
help elucidate how Vz modifies cellular metabolism and affects phy-
siology, and, consequently, the whole organism.

The freshwater snail P. acuta (Draparnaud, 1805) has been in-
troduced in more than 70 countries worldwide and can survive in
aquatic habitats with extreme conditions such as microbial stress and
marked pollution (Albrecht et al., 2009). Its extensive distribution, easy
culture, and response to toxicants suggest that this species could be a
good model organism for aquatic toxicity testing. Therefore, we se-
lected this species to analyze the impact of Vz on the mRNA levels of
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Abstract

The fungicide vinclozolin (Vz) is an endocrine disruptor with known anti-androgenic activity in
vertebrates. However, there is a lack of information about the Vz mode of action in invertebrates,
although some studies have shown that this compound can produce alterations in different species.
Transcriptional activity was analyzed in the freshwater snail Physella acuta in order to elucidate
putative cellular processes altered by this chemical during an acute response. In order to identify
potential molecular biomarkers, a de novo transcriptome was generated for this species that
constitutes a valuable source for future studies. This data, together with some already available
data, permitted the identification of several genes related to detoxification mechanisms (Cyp2u1,
Cyp3a7, Cyp4f22, GSTo1, GSTt2, and MRP1), stress response (Hsp20.4, Hsp17, Hsp16.6, and
Cu,Zn-SOD), the hormonal system (ER and Hsp90), apoptosis (Casp3), and copper homeostasis
(ATOXT). Using quantitative Real-Time polymerase chain reaction, mRNA levels of these genes
were examined in snails exposed to 20 or 200 ug/L Vz for 24 h. The results showed an overall weak
response, with downregulation of Hsp20.4 and no statistically significant change for the other
genes. These findings suggest that P. acuta can manage the concentrations of Vz found in the
environment with no relevant acute response, although additional studies are needed for longer
exposure times. The new genes described open the range of processes that can be studied at the
molecular level in toxicity tests. Furthermore, they increase the possibility of better understanding

the Vz mode of action.
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1. Introduction

Currently, most human activities involve the dispersion of toxicants into the environment. Agriculture
requires the use of plant protection products and pesticides to prevent damage to crops. Vinclozolin
(Vz) is a fungicide that has been banned in the European Union since 2007, but it is still in use in
other countries. It can be found in groundwater (60-220 parts per billion [ppb]) and surface water
(128-390 ppb) (El-Shahat et al., 2003) and has known anti-androgen endocrine activity in
vertebrates (van Ravenzwaay et al., 2013). Furthermore, it can alter the epigenome (Casati et al.,
2015) and produce transgenerational effects (Skinner and Anway, 2007). However, the effects in
invertebrates remain under investigation, although some data is available. Vz did not affect Daphnia
magna survival and reproduction, although development was altered (Haeba et al., 2008;
Vandegehuchte et al., 2010). Additionally, effects on isopod development and reproduction (Lemos
et al., 2010a, 2010b) and mollusk reproduction (Tillmann et al., 2001) have been observed. Lower
fecundity in Lymnaea stagnalis (Ducrot et al., 2010) and a reduced hatchability in Physella acuta,
also known as Physa acuta (Sanchez-Arglello et al., 2012), were detected in the presence of Vz.
Studies at the cellular level have demonstrated altered DNA methylation in Aedes albopictus and D.
magna (Oppold et al., 2015; Vandegehuchte et al., 2010). Our team recently showed modifications
in mRNA levels of genes related to the endocrine system and stress response in the dipteran
Chironomus riparius (Aquilino et al., 2016). Finally, genotoxicity was shown in P. acuta (Sanchez-
Argliello et al., 2012) and C. riparius (Aquilino et al., 2018), with activation of DNA repair
mechanisms associated with the latter species. The fact that invertebrates present a more diverse
physiology than vertebrates demands the need for more research in different groups at the cellular
and molecular level. This investigation would help elucidate how Vz modifies cellular metabolism

and affects physiology, and, consequently, the whole organism.

The freshwater snail P. acuta (Draparnaud, 1805) has been introduced in more than 70 countries
worldwide and can survive in aquatic habitats with extreme conditions such as microbial stress and
marked pollution. Its extensive distribution, easy culture, and response to toxicants suggest that this
species could be a good model organism for aquatic toxicity testing. Therefore, we selected this
species to analyze the impact of Vz on the mRNA levels of different mollusk genes. Gene
expression profiles in mollusks, mainly in marine species, have been used previously to analyze
different pollution and stress conditions (Bouétard et al., 2012; Lockwood et al., 2015; Raftos et al.,
2016). In this sense, the introduction of Next-Generation Sequencing (NGS) technology has opened
a new world of possibilities, such as the identification of biomarker genes among others. Following
this idea, we assembled a de novo transcriptome that was used together with already available
information to identify a number of genes related to important processes involved in the cellular
response to toxicants. Since Vz has been identified as an endocrine disruptor in several species, we

analyzed expression of the estrogen receptor (ER) and heat shock protein 90 (Hsp90) genes.
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These two genes are involved in endocrine regulation, with ER present in multiple mollusk species.
ER functionality remains unclear (Hultin et al., 2016), although its ability to bind the vitellogenin
promoter was recently described (Tran et al., 2017). Hsp90 functions in cellular stabilization,
regulation, and activation of a range of proteins that cover a broad spectrum of protein classes and

structural types, including steroid hormone receptors (Erlejman et al., 2014; Pearl, 2016).

Response to toxicants also involves different elements that include, among others, the stress
response and detoxification mechanisms. Here we have selected several genes related to the
stress response, including three that code for small heat shock proteins (sHSPs; Hsp16.6, Hsp17,
and Hsp20), copper-zinc superoxide dismutase (Cu,Zn-SOD), and antioxidant 1 (ATOX7), a copper
metallochaperone. sHSPs are chaperones involved in maintenance of cellular homeostasis and are
characterized by the presence of an alpha crystalline domain (Bakthisaran et al., 2015). They
prevent protein aggregation during stress. SOD is an enzyme that participates in oxidative stress. It
limits reactive oxygen species in both the cytosol and mitochondrial intermembrane space by
dismuting superoxide anions to hydrogen peroxide and oxygen. Its enzymatic activity is used as a
biomarker of oxidative stress (Valavanidis et al., 2006). ATOX1 plays a role in copper homeostasis
(Southon et al., 2004), and its mRNA level increases in response to metal pollution (Neave et al.,
2012). Detoxification is carried out in three phases. Phase | involves enzymes such as cytochrome
P450 oxidases (Cyp450s) that introduce reactive or polar groups into the compound to decrease
toxicity (Schuetz, 2001). In Phase Il, the compounds are conjugated with polar molecules, such as
glutathione or glucuronic acid, to increase solubility and thus ease their elimination. This step
involves transferase enzymes such as glutathione S-transferases (GSTs) (Jancova et al., 2010).
Phase Il involves efflux transporters, like ATPase binding cassette (ABC) transporters (Dermauw
and Van Leeuwen, 2014), that pump the modified compounds out of cells. Thus, to study the effect
of Vz on detoxification mechanisms, we analyzed three different Cyp450s (Cyp2u1, Cyp3a7, and
Cyp4f22), two GST genes (GSTo71 and GSTt2), and one ABC transporter (MRP1). Finally, a
caspase 3-like protein gene (Casp3) was included in the analysis. Caspase 3 is an executioner
caspase that can cleave different proteins during apoptosis and other remodeling events (Julien and
Wells, 2017).

Giving the limited molecular information about P. acuta and the effects that Vz has on invertebrates,
the aims of this work were: firstly, to improve our knowledge about the cellular response to this
compound; secondly, to generate a valuable resource for future studies in this species. To achieve
these aims, we generated a de novo transcriptome and new biomarkers. Fourteen genes related to
hormonal response, detoxification mechanisms, and stress response were identified. By analyzing

their transcription, we evaluated the ability of P. acuta to manage the effects of Vz.

2. Material and methods
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2.1. Animals and treatment

P. acuta were maintained in a climate-controlled room (20°C) for several generations prior to

experiments. The culture conditions were defined previously (Sanchez-Arguello et al., 2009).

For survival analysis, snails were exposed to 20, 200, 500, or 5,000 ug/L of Vz (CAS No. A 50471-
44-8, purity 2 99%) from Sigma-Aldrich (Germany). Vz stock solution was prepared in acetone. Ten
animals for each condition were exposed for 96 h in 50 mL culture medium without sediment in
glass vessels. Control snails were exposed to the same solvent concentration of acetone (0.1%).
Three independent experiments were carried out, so n=30 snails per treatment. For expression
analyses, P. acuta adults were exposed to 20 or 200 pg/L of Vz for 24 h with constant aeration at
20°C. Three different experiments were carried out, each with n=3 individuals per glass vessel, with

50 mL culture medium without sediment.

Samples used for generation of the transcriptome were derived from different life stages and a
range of xenobiotic exposures of snails. Egg masses, juveniles, and adults were exposed
separately for 24 h to three different contaminants: cadmium (1 uM), bisphenol A (BPA, 10 pg/L),

and triclosan (TCS, 10 pg/L), as well as control conditions.
2.2. Generation of the de novo transcriptome

RNA was extracted after pooling individuals from control, Cd, BPA, or TCS treatments: one for a
mixture of egg masses, one for a mixture of juveniles, and two for a mixture of adults. First, snails
were frozen and homogenized in 1 ml Trizol reagent (Invitrogen, Germany) and then centrifuged at
10,000 rpm for 10 min (4°C). The supernatant was transferred to a new tube, 200 ul chloroform was
added, and the mixture was incubated for 3 min (room temperature [RT]). The sample was
subsequently centrifuged at 10,000 rpm for 15 min (4°C). The resultant upper phase was mixed with
500 pl of isopropanol and incubated for 10 min (RT), after which it was centrifuged at 10,000 rpm for
10 min (4°C). The supernatant was discarded, 1 mL of 75% ethanol was added, and the sample
was centrifuged at 10,000 rpm for 5 min (4°C). After discarding the supernatant, 89 ul of diethyl
pyrocarbonate (DEPC) water was added. The RNA extract was treated with RNase-free DNase
(Roche, Spain) for 45 minutes at 37°C. Next, a phenol:chlorophorm:isoamyl alcohol (Fluka,
Germany) extraction using Phase Lock Light tubes (5prime, USA) was performed. Finally, RNA was
precipitated using isopropyl alcohol (0.5 v/v), then washed with 75% ethanol and re-suspended in
30 ul DEPC water.

RNA integrity was verified using a Bioanalyzer. A mixture of the four RNA extractions was sent to
BaseClear (www.baseclear.com), where mRNA was purified by polyA capture and cDNA library

construction was performed with the lllumina Tru-Seq stranded kit. The library was sequenced on
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an lllumina Hi-Seq 2500 using a 125 cycle paired ended protocol. FASTQ sequence files were
generated using the lllumina Casava pipeline (version 1.8.3). Initial quality assessment was based
on data passing lllumina Chastity filtering. Subsequently, reads containing adapters and/or PhiX
control signal were removed using a BaseClear filtering protocol. The second quality assessment
was based on the remaining reads using the FASTQC quality control tool version 0.10.0

(http://www.bioinformatics.bbsrc.ac.uk/projects/fastqc). Average Phred values were 36.38. All reads

generated for this study were deposited in the European Nucleotide Archive (ENA) within study
PRJEB23140.

The de novo transcriptome was assembled using Trinity version r2014-04-13 (Haas et al., 2013)
under default settings. The resultant contigs were annotated by blastX analysis against Uniprot

database (only Metazoa) using an e-value threshold of 1e-5.
2.3. Sequence identification and primer design

Two sets of sequences were used in this work: our transcriptome and sequences published by
Romiguier et al. (2014). First, we blasted all the sequences with GenBank (see 2.2 for transcriptome
details). The sequences published by Romiguier et al. (2014) are available on the web

(http://kimura.univ-montp2.fr/PopPhyl/index.php?section=data#dataset 0), so we used them to run

a systematic search in GenBank database with Blast2go software (Conesa et al., 2005). The search
was performed with the tblastx program, a non-redundant database, and an e-value threshold of 1e-
3. The obtained information was processed to select a number of candidate genes. The selected
sequences were translated with Snapgene software (GSL Biotech LLC, USA), and the protein was
compared to the GenBank protein database to re-confirm correspondence to the selected gene.
The sequences for Cyp3a7, Hsp16.6, MRP1, ATOX1, Cyp4f22, Hsp17, Gsto1, Hsp20.4, Cyp2uf,
GAPDH, rpL10, and Gstt2 were identified in our transcriptome, while Hsp90, Cu,Zn-SOD, and
Casp3 were obtained from Romiguier et al. (2014) sequences. The ER sequence was previously
identified by Martinez-Paz et al. (2017). Here we confirmed homology with other species. Primers
were designed using Primer-Blast (Ye et al., 2012) with an amplicon size of 100-200 base pairs (bp)
and an optimal melting temperature of 58°C. Each primer pair was tested by polymerase chain
reaction (PCR) in a C1000 thermocycler (BioRad, USA) with DNA AmpliTools Green Master Mix
(Biotools, Spain) to confirm, using a 1.5% agarose gel, that a unique band was generated. PCR was

performed with the same program that was used for quantitative Real-Time PCR (qRT-PCR).
2.4. cDNA synthesis and real time (RT-PCR).

RNA extraction was performed using the method described in 2.2. Reverse transcription was
performed with 0.5 pg of the isolated RNA, 0.5 ug oligonucleotide dT20 primer (Sigma, Germany),
100 units of M-MLV enzyme (Invitrogen, Germany), and 0.5 mM dNTPs (Biotools, Spain) at 37°C
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for 50 min in a final reaction volume of 20 uL. The obtained cDNA was used as the template for
gRT-PCR with a CFX96 thermocycler (BioRad, USA) using the Quantimix Easy Probes kit (Biotools,
Spain) with EvaGreen (Biotium, USA) added as the fluorophore. PCR cycling conditions were: initial
denaturation at 95°C for 30 s followed by 39 cycles of 95°C for 5 s, 58°C for 15 s, and 65 °C for 10
s. PCR efficiency was obtained with a standard curve using template diluted 1:2 in five successive
steps with the same PCR conditions (R*>0.98 for all primers). The primer sequences and their
efficiencies are listed in Table 1. Expression profiles for Cyp2u1, Cyp3a7, Cyp4f22, GSTo1, GSTt2,
MRP1, Hsp16.6, Hsp17, Hsp20.4, Cu,Zn-SOD, ER, Hsp90, Casp3, and ATOX1 after Vz exposure
were evaluated. Reference genes for normalization were  glyceraldehyde  3-
phosphatedehydrogenase (GAPDH) and ribosomal protein L10 (rpl10). BioRad CFX Manager

version 3.1 software was used to determine mRNA levels by normalizing the gene expression (2
ACq).

Table 1. Primers sequences and their efficiency in qRT-PCR.

Biological process Name Sequence Efficiency (E%)
Detoxification CYP2U1 F GTGCATCCTCTACGCGATCA
CYP2U1 R GGCTAGTTTGGGCCTGTCTT *
CYP3A7 F ACGGCTTGGCCTCTCAATAC
CYP3A7R CGGTTTCTTTCTCGGCGTTC e
CYP4F22 F AGCAGAAAAAGCTCAGCCCT
CYP4F22 R CTTGGTTTTGGCAGCCAGTC o
GSTt2F TCGATCTTCTATCGCAGCCG
GSTt2R TTCTGAGCGCAACAGGTTTG o
GSTo1F CCACCTGGCAACTTGGTTTG
GSTo1 R GCTTGCCAGATGCGTAAGAC o0
MRP 1F CAGGGGCAGGTAAGTCATCC
100.0
MRP 1R AGTGAGCCTTGATCGCACAT
Stress Hsp16.6 F GCATGAGGAGAAGCAAGACA
Hsp16.6 R CAGTACACCATGGGCATTCA o
Hsp17 F GGGATCTAAGGACCCCGATG
Hsp17 R GGCTGTAATGGCGAAGCTCC oo
Hsp20.4 F AGCGAGATGTTCACCCTCAA
Hsp20.4 R GAGAGACAGCCGTTTGTTCC e
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Cu,Zn-SOD F AGAAAGCTGGTGCTGCAACTA

Cu,Zn-SOD R AGGATTAAAGTGGCCTCCAGC 1049
Endocrine system ERF CTATGCCAGGTGTGTAATGAC

ERR CGAAGCCGACATGCTTGACA 1023

Hsp90 F GTTTGTGTCACTAAAGAAGGCC

Hsp90 R TGTCACTAGCCTATTTGATACAACC 100
Apoptosis Cas3 F GTCTGTAATTCTCACCCATG

Cas3R AGTTCAGTGCCTCTGCAAGC 2
Heavy metals ATOXF GACCTGTGAAGGGTGTGCG

ATOXR ATTCCAGGAGCTGATCAGGG 1023
Reference genes GAPDH F ATACATCAGGAACAGGGACTC

GAPDH R GACTTATGACAACCGTGCA e

pL10 F TGCACGTGAGGCTGATGAAA

104.2
pL10 R GTGGCCACTTTGTGAAACCC

2.5. Statistical analysis

Statistical analyses were performed using SPSS version 24 (IBM); n=9 for each condition.
Logarithmic data transformation was performed, and normality and variance homogeneity of the
data were assessed using the Shapiro-Wilk and Levene tests, respectively. All genes showed a
normal distribution and were analyzed by analysis of variance (ANOVA) using Dunnet and Games-
Howell post-hoc tests. The significance level was p<0.05.

3. Results.
3.1. Effects of Vz on P. acuta survival

We evaluated the lethality of Vz on P. actua. No mortality was observed at any of the concentrations
tested (Supplementary Material). Thus, Vz was not lethal at the time and concentrations tested, and
so these concentrations were suitable to perform short-term expression studies. These results were

in accordance with previous results found in other invertebrates (Aquilino et al., 2016).
3.2. De novo transcriptome and annotation

The number of reads used for transcriptome assembly after quality trimming was 16,761,166. The

Trinity assembly yielded a N50 of 1,316 and 20,953 contigs were longer than 1000 bps. The
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number of contigs that yielded a significant blast match was 39,117 (from a total number of 93,851),

although the number of non-redundant hits was 23,708.
3.3 Gene analysis

We identified sixteen target genes, including two genes that were used as references genes for
qRT-PCR. The accession number, sequence size, open reading frame (ORF) size, and homology
are summarized in Table 2. Most of the sequences were not previously described and thus
increased the number of putative biomarkers and the number of pathways that may be studied in
this species. Only the ER sequence had been previously reported (Martinez-Paz et al., 2017). It
showed high homology with the estrogen receptor from Aplysia californica. The proteins coded by
each sequence, and the different motifs identified in each protein, are shown in Figure 1. Six
detoxification related sequences were identified. Three of them coded for members of the Cyp450
superfamily of proteins: Cyp2, Cyp3, and Cyp4. These proteins showed similar identity to proteins of
these families from the air-breathing freshwater snail Biomphalaria glabatra. While Cyp2u1 exhibited
less than 60% sequence identity, the other two proteins showed greater than 60% identity. All of the
proteins contained the characteristic Cyp450 domain. Two sequences were homologous to GST;
one belonged to the omega family and the other belonged to the theta family. Both proteins showed
more than 70% identity with GSTs from Biomphalaria glabatra. The last sequence that coded for a
protein related to detoxification was an ABC transporter. It coded for a 1,628 amino acid (aa) ORF

and shared approximately 50% identity to MRP1 of a scallop species (Mizuhopecten yessoensis).

Another group of identified sequences were related to the stress response. One protein was 1,570
bp in length, although it had a small ORF (73 aa). The protein contained a heavy-metal-associated
domain and homology with ATOX1 from the Suminoe oyster, Crassostrea ariakensis, so we
identified this sequence as copper chaperone ATOX1. The three other sequences coded for sHSPs
since they presented ORFs with the characteristic alpha-crystallin domain. The proteins coded were
named based on molecular weight because this protein family varies considerably between species
at both the sequence level and the number of proteins. The proteins termed Hsp16.6 and Hsp17
shared 63% and 86%, respectively, identity with Hsp12.2 of Biomphalaria glabatra. Hsp20.4 shared
only about 50% identity with Hsp20 from the venus clam Cyclina sinensis.

Sequences for Casp3, Cu,Zn-SOD, and Hsp90 were obtained from Romiguier et al. (2014). Their
lengths were 2,275, 793, and 2,510 bp, respectively. The ORFs were 298, 155, and 728 aa,
respectively, and the three putative proteins presented the characteristic domains for these proteins:
caspase domain, copper/zinc SOD domain, and Hsp83 domain. Identity with other mollusks was
high for Cu,Zn-SOD and Hsp90 (greater than 80%) but weaker for Casp3 (about 60%).

221
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The sequences for two reference genes were also identified. GAPDH was 1,711 bp in length and
coded for a 337 aa protein. The protein presented the characteristic domains of this enzyme: a
NAD-binding domain and a C-terminal domain. It showed high identity with GAPDH from A.
californica. rpL10 was a 778 bp sequence with an ORF of 216 aa. The presence of the rpL10

domain and its homology with rpL10 of Haliotis discus confirmed the identity.

Table 2. Sequence characteristics and protein homology. Accession number in GenBank is
provided for sequences from the generated transcriptome, while ID assigned by Romiguier et al.
(2014) is provided for the rest.

: — |
Fragment size Gene Plil i 174 Closest homology Identity/Homology

Accession Number or ID
(bp) (CE))

PREDICTED: cytochrome P450 2U1-like

MG262478 1667 Cyp2ut 497 [Biomphalaria glabrata)

48%167%

XP_013065833

PREDICTED: cytochrome P450 3A7-like

[Biomphalaria glabrata)

MG262486 2919 Cyp3a7 493 62%/78%

XP_013065103

PREDICTED: cytochrome P450 4F22-like

[Biomphalaria glabrata)

MG262482 1761 Cyp4f22 508 73%187%

XP_013084664

PREDICTED: glutathione  S-transferase

omega-1-like [Biomphalaria glabrata]

MG262480 1130 GSTot 240 71%183%

XP_013062909

PREDICTED: glutathione  S-transferase

theta-2-like [Biomphalaria glabrata]

MG253803 1353 GSTi2 230 77%/90%

XP_013081705

Multidrug resistance-associated protein 1-like

[Mizuhopecten yessoensis]

MG262484 5155 MRP1 1628 51%/70%

XP_021341468

PREDICTED: heat shock protein Hsp-12.2-

like [Biomphalaria glabrata]

MG262485 1068 Hsp16.6 144 63%/79%

XP_013069954

PREDICTED: heat shock protein Hsp-12.2-

like [Biomphalaria glabrata]

MG262481 1742 Hsp17 159 86%/95%

XP_013090183

Heat shock protein 20 [Cyclina sinensis]
MG262479 1185 Hsp20.4 173 55%/75%
AET13647

Cu,Zn- 155 Cu/Zn superoxide dismutase [Lymnaea

/929
SOD stagnalis] 84%/92%

Contig13629 793
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AAP93637

Contig3836 i o
ontlg Estrogen receptor [Aplysia californica]

2028 ER 469 83%/89%

(described in Martinez- NP_001191648

Paz et al., 2017)

Heat shock protein 90 [Cellana toreuma]
Contig22373 2510 Hsp90 728 84%192%
AGH32328

PREDICTED: caspase-3-like [Aplysia

californica]

Contig1523 2275 Casp3 298 63%/79%

XP_005099863

Copper chaperone Atox1 [Crassostrea

ariakensis]

MG262483 1570 ATOX1 73 69%/82%

AEJ08756

Glyceraldehyde-3-phosphate

dehydrogenase-like [Aplysia californica]

MG262477 1711 GAPDH 337 81%/91%

NP_001267755
Ribosomal protein 110 [Haliotis discus discus]

MG262476 778 pL10 216 87%193%
ABO26700

3.3. Effects of Vz on detoxification mechanisms

One of the most important events in the response to toxicants is the activation of detoxification
mechanisms. We performed expression analysis using genes that cover the three phases of
detoxification: phase | (three Cyp450s that belong to different families), phase Il (two different
classes of GSTs), and phase Il (MRP1). There was no statistically significant difference in
expression of these genes between animals exposed to Vz for 24 h and control treatment (Figure
2). Altogether, these results indicate that phase |, phase Il, and phase Il detoxification may not be
activated at these Vz concentrations, although we observed a trend for increased Cyp4f22 and
GSTt2 expression at 20 pg/L Vz.

3.4. Stress response to Vz

Another important cellular process involved in survival from toxicants is the stress response. HSPs
are the main stress proteins, and sHSPs are the most diverse group in this family. To study the
stress response to Vz we chose three sHSP genes: Hsp16.6, Hsp17, and Hsp20.4 (Figure 3).
Compared to control, we observed significant downregulation of Hsp20.4 at 20 pg/L Vz, but no
significant difference for Hsp16.6 and Hsp17 (although there was a trend for Hsp76.6
downregulation). Oxidative stress implies the activation of different enzymes. To test the ability of Vz

to activate the response to oxidative stress in this organism, we analyzed Cu,Zn-SOD gene
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expression (Figure 3). Vz did not induce altered Cu,Zn-SOD expression at any concentration. In

summary, the stress response is only weakly activated in P. acuta after acute exposure to Vz.
3.5. Vz effects on endocrine-related and other genes

Vz is a known anti-androgen and disrupts endocrine functions in vertebrates. To analyze its effects
on the P. acuta endocrine system, we examined ER and Hsp90. ER was selected as representative
of the nuclear receptors involved in endocrine response, although the synthesis of estrogen by
mollusks is still under study. Hsp90 was selected because it is involved in the maturation of different
steroid receptors. Compared to control, Vz-exposed adults showed no alterations in mRNA from
either gene (Figure 4). We further examined two additional genes: Casp3 (involved in apoptosis and
other cell processes) and ATOX71 (plays a role in response to heavy metals and copper
homeostasis). Vz treatment did not induce a change for either gene (Figure 5). Taken together, Vz

did not alter expression of these four genes under our experimental conditions.
4. Discussion

In vertebrates, Vz disrupts endocrine functions and has an anti-androgen effect (van Ravenzwaay
et al., 2013). Indeed, it is used as a reference compound for anti-androgenic effects. The available
studies for vertebrates are mainly focused on the epigenetic and transgenerational effects of Vz
(Casati et al., 2015; Paoloni-Giacobino, 2014). However, in invertebrates, Vz toxicity is usually
analyzed using apical or ecologically relevant endpoints, and little data are available on how Vz
affects cellular metabolism. Nevertheless, the endocrine disruptor activity of this compound has
been described in mollusks (Tillmann et al., 2001). In this study we analyzed the expression profile
of fourteen genes from the freshwater snail P. acuta, all of which (except ER) were described for the
first time in this species, in an attempt to elucidate the response mechanisms affected by this
compound. The description of new genes, including reference genes, is relevant because
information of this nature at the molecular level in invertebrates remains scarce and is necessary to
increase the range of putative molecular biomarkers. Further, the availability of this kind of resource

will help the study of gastropod physiology and improve the knowledge of how a toxicant works.

With NGS, we obtained a transcriptome that covered a large number of transcripts. However, NGS
is still too expensive to perform environmental toxicology studies because a large number of
samples are needed to generate robust conclusions. Currently, gRT-PCR offers an affordable
alternative to obtain gene expression profiles. From the transcriptome and database, we identified
genes related to detoxification mechanisms (Cyp2u1, Cyp3a7, Cyp4f22, GSTo1, GSTt2, and
MRP1), the stress response (Hsp16.6, Hsp17, Hsp20.4, and Cu,Zn-SOD), the hormonal system
(Hsp90), apoptosis (Casp3), and heavy metal resistance (ATOX7); these genes are all related to

cellular processes relevant to toxicant response. We also described two reference genes, GAPDH
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and rpL10. Most of the identified genes were previously reported in other gastropod species, but
this study is the first time that MRP1, Hsp20.4, and ATOX1 were described for this class. Increasing
the pool of genes related to processes involved in the toxicant response helps to analyze how an
organism manages a chemical and allows us to evaluate its ability to survive and thrive in this

environment.

Here we have described three Cyp450s, each from a different family, and two GSTs, also from
different families. It is common to all cells to activate biotransformation when an external compound
is detected. Different enzymes are activated to reduce its toxicity and increase its solubility in order
to facilitate elimination from the cell. Many enzymes involved in phase | are Cyp450s, and so they
may play a central role in an animal's adaptation to environmental pollutants. In vertebrates,
analysis of this process has been poorly studied in relation to Vz, but this chemical shows a
complex pattern of induction, inhibition, and suppression of Cyp450s (Hrelia et al., 1996; Ronis et
al., 1994, 1998). For invertebrates, only a report from our laboratory with the insect C. riparius exists
in relation to this compound (Aquilino et al., 2016); it showed that Cyp4G was upregulated. In this
study, Vz did not significantly alter the three Cyp450s tested, although Cyp4f22 showed a trend for
upregulation compared to control. This finding suggests a putative involvement of the Cyp4 family in
the biotransformation of Vz in P. acuta, but further research is needed. This involvement is not
necessarily peculiar, since the Cyp4 family is usually considered to be involved in insecticide
resistance (Feyereisen, 2006). On the other hand, there is no report about Cyp2uf in relation to
toxicants, although it has been identified as an enzyme that catalyzes omega- and (omega-1)-
hydroxylation of fatty acids in humans and it is related to disease (Chuang et al., 2004; Dhers et al.,
2017). Cyp3a7, is reportedly involved in biotransformation and development in humans and other
mammals (Buratti et al., 2006; Pang et al., 2012), but there is no information about invertebrates.
However, the Cyp3A family has been associated with responses to xenobiotics in mollusks (Cubero-
Leon et al., 2012; Tian et al., 2014), albeit at longer exposures. In summary, additional research that
extends the analysis to other Cyp450s is needed to determine which ones are involved in Vz
biotransformation, since it has been suggested that Cyp2 and Cyp3 could be involved (Sierra-
Santoyo et al., 2012).

GSTs are phase Il enzymes that add glutathione to the compound modified in phase I. GSTs are
usually analyzed by enzymatic activity assay which makes it impossible to differentiate which
member or members are responsible for the activity. It was reported that Vz activated GSTs in rat
liver (Hoshiya et al., 1993), and we previously showed that Gstd3 mRNA levels were increased by
Vz in C.riparius (Aquilino et al., 2016). Our results in P. acuta showed no statistically significant
difference for the two GSTs analyzed. However, GSTt2 exhibited a similar upregulation trend as
observed for Cyp4f22, and this result suggests a putative induction of both genes in relation to Vz

biotransformation. Additional research with longer exposure times would potentially clarify this
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possibility. MRP1 is an ATP binding cassette transporter implicated in removing different chemicals
from the cell. It has not been analyzed in relation to Vz, but it is induced by cadmium,
benzo[a]pyrene, and chrysene (Granger Joly de Boissel et al., 2017; Guo et al., 2017) in mollusks.
Our results did not reveal any change in their transcription, and this finding suggests that another
ABC transporter is probably involved in Vz elimination (at least with the conditions tested). It cannot
be discounted that the low concentrations used, namely 20 and 200 pg/L, are below the threshold
required to activate detoxification mechanisms, and longer exposures may be required to reveal any

variations.

Stress response is another cellular process usually activated by toxicants. HSPs are involved in this
response and considered to be putative biomarkers (Bierkens, 2000). Studies usually focus on
Hsp70, but here we analyzed three sHSPs, a more diverse group of proteins that, taken as a set,
can show a specific response depending on the toxicant (Martin-Folgar et al., 2018; Martin-Folgar
and Martinez-Guitarte, 2017). Surprisingly, as far as we know, no studies have been performed in
vertebrates exposed to Vz with regard to HSPs, and only two studies have been carried out in
invertebrates analyzing Hsp70 (Aquilino et al., 2016; Lemos et al., 2010b); both reports showed
Hsp70 upregulation. We identified three genes that code sHSP group members and have named
them Hsp16.6, Hsp17, and Hsp20.4 based on molecular weight (as is standard in invertebrates).
Identification of these proteins was easy because they had the characteristic SHSP alpha crystalline
domain. Further, their involvement in other processes such as development or apoptosis regulation
(Arrigo et al., 2002; Gu et al., 2012) make them an interesting link between cellular responses and
physiological effects of toxicants. We observed that only Hsp20.4 was downregulated by Vz, while
the other two proteins remain stable. The only precedent for altered sHSP expression is Hsp24
upregulation in C. riparius (Aquilino et al., 2016). These results are not in conflict since sHSP
diversity makes it difficult to ensure that different sized sHSPs are homologous in different species
(Carra et al., 2017; Franck et al., 2004). On the contrary, the observed differential response
supports the idea that this group of proteins could serve as hallmarks to associate specific profiles

with groups of toxicants.

Analysis of oxidative stress induced by Vz has also been neglected. Only two reports exist that
examined cultured mammalian cells (Radice et al., 1998) and fish spermatozoa (Gazo et al., 2013).
In cultured cells, prolonged in vitro Vz treatment increased glutathione levels, which were
associated with a relative abundance of gamma-glutamyicysteine synthetase mRNA. In fish
spermatozoa, oxidative stress was reflected by significantly higher levels of protein and lipid
oxidation and increased SOD activity. Unlike what was described in those studies, we did not
observe any differences between control and Vz-treated animals for Cu,Zn-SOD mRNA. This
finding could indicate that P. acuta may be more resistant to this compound than vertebrates. It is

also possible that SOD activity increased enough to manage the amount of Vz present in the
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environment, with no concomitant change in Cu,Zn-SOD expression. Analysis at longer treatment
times could help elucidate why Vz seems ineffective in activating oxidative stress response in P.

acuta.

Vz is a known anti-androgen but, to our knowledge, no androgen receptor has been described in
mollusks, although there is some controversy about the effects of sex steroids within this group of
animals (Scott, 2012, 2013). However, it has been demonstrated that Vz affects the development
and reproduction of gastropods (Ducrot et al., 2010; Tillmann et al., 2001), and these studies
indicate its impact as an endocrine disruptor. Nevertheless, the putative mechanisms that are
involved at the molecular level have not been studied. We analyzed one of the receptors related
with steroid hormones, the estrogen receptor, and one protein related to its folding, Hsp90 (Eckl and
Richter, 2013). Vz treatment did not alter their mRNA expression under the experimental conditions.
Vz may have no effect on ER expression, and its inability to activate ER in CHO cells (Kojima et al.,
2004) supports this possibility. However, it has been proposed that, in some way, Vz can alter the
estrogen response by affecting different steroid pathways than those described as anti-androgen
(Buckley et al., 2006). To support this, Buckley et al. (2006) indicated that female mice exposed to
Vz showed downregulation of ER alpha and upregulation of the progesterone receptor while
exposed male mice showed upregulation of both receptors. In accordance with this finding, male
rats showed an altered and complex pattern of ER alpha and beta expression after Vz exposure
(Loutchanwoot et al., 2008). The poor knowledge of the mollusk endocrine system at the molecular
level makes it difficult to elucidate what happens in presence of Vz, so it is necessary to extend the

search to other putative targets related to the endocrine system.

Although Vz was ranked as essentially nongenotoxic (Kevekordes et al., 1996), it induced
micronucleus in P. acuta (Sanchez-Arguello et al., 2012). Moreover, Vz produced DNA breaks in C.
riparius and led to activation of DNA repair mechanisms (Aquilino et al., 2018). Here we examined a
gene related to apoptosis, Casp3, which has been linked to genotoxicity. Vz did not alter Casp3
mRNA in P. acuta, similar to what was observed in C. riparius with Decay, a caspase 3-like gene
(Aquilino et al., 2018). However, higher levels of caspase-3 protein expression and proteolytic
activity were found in exposed porcine cultured cells, and this finding suggests that Vz is a
proapoptotic factor (Knet et al., 2015). Further, increased apoptosis was observed in Vz-exposed
mouse embryo germ cells (Uzumcu et al., 2004). All these observations suggest that Vz
differentially affects cells; it induces DNA breaks in some and apoptosis in others. Dose and cell
type seem to be important factors with regard to the damage that it can produce. It is possible that
DNA damage would be one of the factors that induces apoptosis, and so this possibility should be

further investigated.
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The last gene studied, ATOX1, is involved in the heavy metal response and plays an essential role
in copper homeostasis. In Hyalella azteca, it was reported that hemocyanin expression was altered
by Vz (Wu et al., 2014), and this finding raises the possibility that copper homeostasis could be, in
some way, indirectly affected by this chemical. Our results showed that there was no alteration in
the ATOX1 expression, and so copper homeostasis seems to be unaffected by Vz under the

conditions tested.

In summary, thirteen new putative molecular biomarkers that cover different cellular pathways,
including detoxification and stress, have been identified in this gastropod, and NGS data has been
generated as an available resource for future studies. The acute response of P. acuta to Vz is weak
at the concentrations tested; only Hsp20.4 was downregulated, although certain trends for altered
expression of other genes were observed. According to the results, 24 h Vz exposure did not
activate biotransformation mechanisms or involve other enzymes, and this result supports that P.
acuta can manage certain amounts of the compound without visible damage. This supposition is
further supported by the lack of stress response activation, although Hsp20.4 downregulation
suggests some weak effects. Longer exposures will help to elucidate the damage that Vz can exert

in this species and the putative effect this can have in the maintenance of the population.
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Captions

Figure 1. Diagram of the P. acuta proteins identified as putative mRNAs and their conserved
domains. Each domain is shown in a different color. The domains were defined with the Conserved
Protein Domain Family database. The size of the identified protein is indicated. Diagrams were

designed with DOG version 2 software.

Figure 2. Expression levels of detoxification genes after 24 h in vivo exposure of P. acuta adults to
0, 20, or 200 pg/L Vz (n=9 per treatment). Transcript levels were quantified by gqRT-PCR using
rpL10 and GAPDH as reference genes. Results are represented by whisker boxes. The horizontal
line within the box indicates the median. The boundaries of the box indicate the 25th and 75th
percentiles, and the whiskers indicate the highest and lowest results. The mean is indicated by the
small circle inside the box. The treated animals were compared to control. *Significant difference (p
<0.05).

Figure 3. Expression levels of stress-related genes after 24 h in vivo exposure of P. acuta adults
with 0, 20, or 200 pg/L Vz (n=9 per treatment). Transcript levels were quantified by gRT-PCR using
rpL10 and GAPDH as reference genes. Results are represented by whisker boxes. The horizontal
line within the box indicates the median. The boundaries of the box indicate the 25th and 75th
percentiles, and the whiskers indicate the highest and lowest results. The mean is indicated by the
small circle inside the box. The treated animals were compared to control. *Significant difference (p
<0.05).

Figure 4. Expression levels of ER, Hsp90, Casp3, and ATOX1 after 24 h in vivo exposure. Animals
were exposed to 0, 20, or 200 pg/L Vz (n=9 per treatment). Transcript levels were quantified by
gRT-PCR using rpL10 and GAPDH as reference genes. Results are represented by whisker boxes.
The horizontal line within the box indicates the median. The boundaries of the box indicate the 25th
and 75th percentiles, and the whiskers indicate the highest and lowest results. The mean is
indicated by the small circle inside the box. The treated animals were compared to control.
*Significant difference (p < 0.05).
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A1 ANEXOS

C3908 - Gst t2 (REV) MG253803

TAAAAACACAAGCAAATCTGAGTAAAATAGTCATTGGCAACACTAACAAACTACAACTTTAAGAACAAGTTACATATGTAAAAAC
ATTTATATAAATTAACATTATAAAATCACAAATTGTAACAACGGAAAAGGTGGCTGAATCAGTTCAAACTAGCAGAGCATTACAT
ATTGCAAATTATTTGGCAAGAAAATAAGGAGATTGATCCAACAAAAAAATTAATAAATGTTTAATTTTTATTTTAAAAAATAACTA
GCACTACTTGAGGTAATTATTCTTAAATAAATATTTTTATAGGAATTTATAACAAAAATTTAGTATATGTAGTGTAATTACAATGAA
AAATAGTTGTGGTGTGAAACAAACTGAGAACATTTTATTCACCAGATCAGTTAATGTAAATGGCTAGCATTGATAAAAACTAAAC
CAATAGAAAATATACACCCACTATAATCTCCTCAAATGTAGAACAAACGCCTTGCCTTTATTTGCAAAAAAAAAAATATTACAAAG
CTTTCGATAAATTAGAGCTTTGAAGTAACTTGCTTATAAACATCATGAGTCCTATAAACCATTTTATGTGCTTCATCAAAGTATG
GATTTGTTTCTTTTTTTACTTTCTCCATCCAAGATTTTACAATTGGGGATTCTTCATACAAATGGTGCTCATGACACGCATACAAT
TGCATTAACTCACAAACACCAAAAAGATCAGCAATAGATAAATCGCTTCCTCCACCTAAATAAGATTGGTTTTTCAAAAAATAA
GACTCCAACTGTGAAACCATGACTTTTATTTTCTCCCTGTATTTTTCAACTTCCTGCTGATTGATTGGTTTTCCAGTGGCTTTAGG
TATAATAAGCAATTGTTGAAAGAGTTGTGCACATACACCTCTAGTGTTGAAATGCTGCCAGTGAAGGTACTCTTCTACTCGTGC
TTGTTTTTTTAAATTATACTGAGGGAACCAATGATCACCAAGATCATATTTGCGAATCACATACTTCAAAATAGCAATACTTTCT
GTTAATCGAAATCCATCATCATCAATAGCAGGCACTAAAGAAAATGGGTTTATCTTTTTATATTCATCACTGTAATGTTCACCTT
TTCTGAGCGCAACAGGTTTGCTCTCAAATGGGACATTGTTCATACGCAAAAACATATAAACTGCTCTAGACGGCTGCGATAGA
AGATCGAAATAGTAGCGAAGTGGCATTTACAATTTTTGCAAAGCTAATCCAAAAATATAAAAATAACAATTAAAACGTGTGTCA
CTGTGTAGTGTGTACTGTAGATTCAGGTTGTAATGTAAACACTACAGTACTAGATCTAGAATCGAGGCGAATAATAA

ORF

MPLRYYFDLLSQPSRAVYMFLRMNNVPFESKPVALRKGEHYSDEYKKINPFSLVPAIDDDGFRLTESIAILKYVIRKYDLGDHWFPQYNL
KKQARVEEYLHWQHFNTRGVCAQLFQQLLIIPKATGKPINQQEVEKYREKIKVMVSQLESYFLKNQSYLGGGSDLSIADLFGVCELMQL
YACHEHHLYEESPIVKSWMEKVKKETNPYFDEAHKMVYRTHDVYKQVTSKL

€16999 - rpL10 (REV) MG262476

TTTTTTTTTTACACTAACAAGTGTTTATTCAGTCAGAAATTAAATTATTCAGCTAGCGGTCTGTCTGTCCTTCCAATCAATAAGTGG
ACCATGGTTCGGCTTGTACTGGACACCAACACCATCAGGGACTAGTTTACCCTCAGCTCGCATACGTTCATAATCAGTACGTGG
CCACTTTGTGAAACCCCACTTCTTGGAAACAACAATCTTTTGTCTGCCTGGGTATTTGAATTTGGCACGACGAAGAGCTTCAATT
ACTTTAGTTTCATCAGCCTCACGTGCACGCACTGACATAATAGGCTGTCCAATGTTTACTCTAGCCACTGTACCTTGAGGTTTGC
CAAAAGCTCCTCTCATACCAGTCTGGAGCCTATCAGCCCCAGCGCACGACAACATCTTATTGATTCGGTTGATGTGAAAGGGGT
GCAACCTCACACGCAGATGGAAAGCATCTTTGCCACAGTTTTTAACCAAATATTTGTTAGCGCAGATGCGTCCAGCTTCCAAAG
CTTCAGATGAGAGCTGTTCATATTCATCTGAGATCATGTGGACACACAGTGGAAACTCATCTACTCTAGCCTTCTTGCGGCCCA
AATCAAAAATCCTAATCTTGGGATCAGGAACACCACGACAGAAACGAGATTTTGGATAAGGTTTATTTTTACAGTAACGGTAG
CATCGAGCTGGTCGGCGACCCATTGTTATGGGTTGTTGTTTTCCCGACCCAGAAAAAGAGGAAGAAGTTAGCCTAACCGGAAGG
ACTAGTCATGTCGTGGCG

ORF

MGRRPARCYRYCKNKPYPKSRFCRGVPDPKIRIFDLGRKKARVDEFPLCVHMISDEYEQLSSEALEAGRICANKYLVKNCGKDAFHLRV
RLHPFHINRINKMLSCAGADRLQTGMRGAFGKPQGTVARVNIGQPIMSVRAREADETKVIEALRRAKFKYPGRQKIVVSKKWGFTKW
PRTDYERMRAEGKLVPDGVGVQYKPNHGPLIDWKDRQTAS

C17160 - GAPDH MG262477

AAAAGTTTAGACATGCGTAGTACACACCAGTTAATTCTCTCGCACTAAGCTATCATTCTTAACCGGTACTCTTAGAAATCATTAAA
ATTTGACCAACATGCCTGAACTTAAAGTTGGAATCAATGGATTTGGACGCATCGGACGTCTCACACTAAGATGTGCTCTTCAAA
AGGGAGTTAAAGTTGTAGCAGTCAATGATCCCTTTATTGGTCTTGATTACATGGTTTACATGTTTCAGTATGATTCTACACATG
GTAAATTTAAGGGATCTGTTTCACAGAAAGATGGAAAGTTGGAGATTGATGGACAACTCATCACTGTTTTTGCAGAGCGTGAT
CCAGGGGCCATTAACTGGAAATCTGCAGGTGCTGACTATGTTGTTGAGTCAACAGGTGTTTTCACTACAACTGACAAGGCACT
TGTTCATATCAAGAGTGGTGGGGCATCAAAAGTTGTGATTTCTGCTCCATCTGCAGATGCACCCATGTTTGTTATGGGTGTCAA
TGAAGATAAATACACTAAGGATATGGCTGTTGTCAGCAATGCTTCTTGCACAACTAACTGTTTGGCACCTCTTGTCAAAGTTAT
CAATGATAATTTTGGAATTGTTGAGGGACTTATGACAACCGTGCATGCTGTTACAGCCACACAAAAAACTGTTGATGGGCCCA
GTAACAAGGACTGGCGTGGTGGACGTGGTGCTTTCCAGAACATCATCCCATCTTCAACTGGAGCAGCCAAAGCTGTTGCAAAA
GTTATTCCCTCTGTAGATGGAAAACTGACTGGAATGGCTTTTAGAGTCCCTGTTCCTGATGTATCAGTTGTTGATCTTACATGCA
GACTTGAAAGAGGGGCATCCTATGACGATATTAAAAAAGCTATCAAGGCTGCATCTGAAGGACCCCTGAAGGGCATCCTGGG
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TTATACTGATGACGAGGTTGTGTCCCAGGACTTCTTGGGAGATGACAGAAGCTCTATTTTTGATGCCAGGGCTGGCATTGCCTT
GAATAATAACTTTGTTAAACTGGTGTCATGGTATGATAATGAGTATGGCTACAGCAACCGTGTAGTTGAGCTTATCCAGCACA
TGTTCAAGGTCGACAACCAATAAATTAATCATTAGCACTAGAAAACTAATTTCCCCAAGTTTAGGTATGTCAGCTGAACACTAAA
AACGCTGGTTAAAAATTTCTTACTTTAGGATTCATGTCATTGGTGTACAATTTGTAAGCTGTTTCAGCTTTGTCATCATCAAACATG
GGAGATTATCTTTAATGTGAAGATCTAATTTTTCATGCTTTTTTCCTTAAAATACTTTATGTAGCTGTGCATATGAGTGTCTGTCAT
AAATGACGCTAGAATAATTTATCATAGTGTACATTTTTAGATGTATGAATGGCTGCAGCACAATGTAATACATTTGAGGCTATACA
ATCCCGAGCTAATTGACCCACTTAATTCCAATAATCTGATAAATTTTCCCTGTATCTGGACTGCTGGTTCATTTCACAGGAATTTTT
TTATGCCACCTACAATCTCACTTTCTGCAATCTTTTTATTATAAATTCCTGAATTGTCTAGTTAGTTTACAGTACCAAGTAGTACATA
AATATTGTGACTAGTAAATTTTGCTGGTTCACTTGTTCAAAAAGTTTGCAAAAAAATAAATTTTGTTGTTCAGTATTTTCAATAAAT
ATGGAGTGTAAAAAAA

ORF

MPELKVGINGFGRIGRLTLRCALQKGVKVVAVNDPFIGLDYMVYMFQYDSTHGKFKGSVSQKDGKLEIDGQLITVFAERDPGAINWK
SAGADYVVESTGVFTTTDKALVHIKSGGASKVVISAPSADAPMFVMGVNEDKYTKDMAVVSNASCTTNCLAPLVKVINDNFGIVEGL
MTTVHAVTATQKTVDGPSNKDWRGGRGAFQNIIPSSTGAAKAVAKVIPSVDGKLTGMAFRVPVPDVSVVDLTCRLERGASYDDIKKA
IKAASEGPLKGILGYTDDEVVSQDFLGDDRSSIFDARAGIALNNNFVKLVSWYDNEYGYSNRVVELIQHMFKVDNQ

c18996 — CYP2U1 (REV) MG262478

TTTTTTTTGGGGGGGGGGGGGCTTTGCCAGCATTTGTAAAAAATTTTGCACTGATGTTCCCTAGCTTCTCTCTACTATTCTAACTT
CATACGGCATCGGCGAGGCCGAGAACCCAAACACGTCTTCCATTGAGGGCGGACTGGCAGCATCGACGGGCAGGAACTGGA
ACTTCTGCAACAGCGTGGCCAAGTACAGGAACAGCTGCATGTTGGCCAGGGCCTCGCCCAGGCACATCCGGCGGCCCATAGA
GAAGGGAACAAACTCCTCACGTGTTCTCAGCTTACCGTCTTCGTCTAGAAATCTCTGGGGGTTAAAGGTTAAAACATCCTGGCC
CCAGATGTTCGGGTCGTGGAGTACAGAGCTGAGGTTGGGGTAGATGTAGGTGCCTTTAGGTATCTTGTAGCCTCGAACGTAG
ACATCCCGGGGACAGGTGTGGGGTAAAGCAAAGGGAACAGTACTGCTCAAACGCTGGGTCTCCATGATAAAAGCGGTAACG
TAGGCTAGTTTGGGCCTGTCTTTGAAACAAGGAACTCTGTCCAAGCCCACAGTGTCGTGTATTTCTTCGTACGCTTTCTTCTGAT
ATTCGGGGAAGTTGATCGCGTAGAGGATGCACCACGACAACGTATGGGACATGGAGAAGGAACCCCCGATGAAAAGATCAA
GAACGATCTTCGTGAGGTTGTCCTCGCTCATGTTCGTCGCCTCGTTCTTCCCTTTCAGCTCGTTCATTTCCGCCGTGTACGCCGCG
ATGAAATTCCCGATGTTGTGTTCGTTAAACTCCGTCTTCCCCTTCAGAACGACGAACTCTCGTAAAAAACCCAGCAGAGTTTGA
AGGTTTTTCGCGCCTCTTTTCGCCTTGAAGACGTCAAATGGGATGTATTTGAGCATGGGGATGAAGTTGATAACGCCATTGGA
TTGTTGGTCGCTTAAAGTCGCCATGTAACCGGATATCAGTCTTTGGAGTCTGGCGTCGCTGTACTCGAACCTCTGACCAAAAAT
AATGGAGCAGACGATGTTCGCCATGCTGACATTCGTCACGTCTTTAATATCCACGGGCTGTCCGTTGAAACTGGCCAGGAGAT
CAGCGAAAAATGAGATTTCTTCCTGGATTTTTTCGGCCAAAATATTTTTACCCAGGCCAAAGTTTCTAAGAATTTGGAGCGTGA
CTTTTTTTTGTTCTTTCCATTTTTGACCGGAGGCCATGACAACGCCCAGCCCGCCAATGCCAGTTTCCTCGTCCAGAAACAACTTT
GGCCGGTCCGAGAAATCATCCGGTCGCTGGACTAGAGTCTCCTTGAGGAGCTGATAGCCATTCAACACAACGATCATGGTGCC
GCCTATGTACACACTAAACAAATCCCCACACTGTTCCCGCCATTGTTTGAACTGGGGTCTCGGGTCCTTCTGCAGCAGCAAGAG
ATGACCCACGAAGGGCAGGGGTCGACACGGAGAAGGCGGGAGCTTAGGGTCACGCCGGAAACACCAGAGGTAGGTCAGGA
GCAGGAGGGTCACCGCTCCAAGGAGGGTAGTGAAGTCGTCGGTACCGGTAAACATCTTTGTGACCAATAGTTACCCTAAGGCA
TAAATATCAATATGAGACACAAACAGCAAATGAACCCGTCGCCACTAGGCTATGGACGCAGTTCATTTCCTGTCCTTTGAAATAG

ORF

MFTGTDDFTTLLGAVTLLLLTYLWCFRRDPKLPPSPCRPLPFVGHLLLLQKDPRPQFKQWREQCGDLFSVYIGGTMIVVLNGYQLLKET
LVQRPDDFSDRPKLFLDEETGIGGLGVVMASGQKWKEQKKVTLQILRNFGLGKNILAEKIQEEISFFADLLASFNGQPVDIKDVTNVSM
ANIVCSIIFGQRFEYSDARLQRLISGYMATLSDQQSNGVINFIPMLKYIPFDVFKAKRGAKNLQTLLGFLREFVVLKGKTEFNEHNIGNFIA
AYTAEMNELKGKNEATNMSEDNLTKIVLDLFIGGSFSMSHTLSWCILYAINFPEYQKKAYEEIHDTVGLDRVPCFKDRPKLAYVTAFIME
TQRLSSTVPFALPHTCPRDVYVRGYKIPKGTYIYPNLSSVLHDPNIWGQDVLTFNPQRFLDEDGKLRTREEFVPFSMGRRMCLGEALAN
MQLFLYLATLLQKFQFLPVDAASPPSMEDVFGFSASPMPYEVRIVERS

C21540 - Heat shock protein 20.4 (Hsp 16.1-like) MG262479

GTCTGCCATACCTGAGCCATGACGCCGTGAGATGATCTCATCGGGCACCCACGGGCTGGAATCGTCTGGTACGAACTGGGCCCA
GTTCTGCTGTGACACACAGGTGTGAGTTCTATATAACCAGGCGAGCTATCGGCCACGGCACCATTTGAAGCAACATCTCACACCG
TGAAGGTTTCGATCTCAACTACAAGAACTTTGACAACCTAACGCCTTCCAGTTTTCTACACCAAGAAACAACTCGGAAGACACCAA
AGAACTCATCAAGTAACAAGTTTCGCTAGACAAACCAAGCAAGAACTTTGATCGTCTGCTCCAACAGTACAAGACAATGGAACA
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TCTAGTGCCCCTCAGACGTGAGAACTGGAGCTTCTTCGAGAGACAGAGACAGGTCTTCAGCGACATCTTCAAGGGCATGGACA
AGGACATGGACACGGAGTGGAAGGAGTTTGACCGCGAGTTGGAGAGGATGCGCAGCGAGATGTTCACCCTCAAGGCCCTCG
ACTTCAACGACTTCGGCTCGTCCATGATCAAACCCGAGCGGCCCATCGTGTCTGACGAGCAGGGGAACAAACGGCTGTCTCTC
AGGTTTGATTGTAAAGACTTTAAACCTGAAGAGATTACAGTGAAAACTATCGACAACAAACTGATGGTACAGGCCAAACATA
CAGAGGAATCACCCGGCAGAAAGGTGTACCGTGAATTCAGCCGCCAGTACGTGCTGCCCCAAAAGATTGACCCGCTCAGCTTG
AACTCAACGTTAGCAGCAGACGGCGTTCTCAGCATTGAAGCACCTGCACCAGCCGCCATCGAGGCTCCAAGGGAGAGAATTCT
TCCAATTATGCGTCTCTAAAAATTTTATTTATTACCTTTCTTTTATTGAAATTTGATTTCAAGGTTGAAAAAAAAAAACATTTATA
AAAAAAAAATAATAAAAAAAAAAGCCAGAAATAATTGATGTATTAATGTTAAGAATACATGAATCGATTTTTTTCCACCGCAA
ATTATATATTTTTATTTGAATACAACAATATTCAACAAAATTGTATGACTGTTTTAAGAACCAATGAAGTTTTGTGCTGCAAACA
TTTTATTGTGAGTGAACTGTGACTTAATTGTTGCTCGGGCGCTGTTGTGGTTAATTTATTACACGTCCACTTGAAATAAAAGGTT
TTTAAAAAAAAA

ORF

MEHLVPLRRENWSFFERQRQVFSDIFKGMDKDMDTEWKEFDRELERMRSEMFTLKALDFNDFGSSMIKPERPIVSDEQGNKRLSLR
FDCKDFKPEEITVKTIDNKLMVQAKHTEESPGRKVYREFSRQYVLPQKIDPLSLNSTLAADGVLSIEAPAPAAIEAPRERILPIMRL*

C21800 - Gst 01 MG262480

TAAACTTTAAACTGTGTAAGACTGTCTCCTGTCCTGCAGTAAAAAATCAGTTGTAGTGTAGACCTTATGATTATCAAACAAAGTGT
TATCACTGTTATGTAAGCCTTGCCTCTAGATCTATAAAATCCAGATCTAAAACGAGATTCTTGATCTAGCAAGTTTGACAGAAGCT
AAAATTATTTTTTATATTTTAGATTAAAATTAAAGCTCAACACTGGCAACTCAAAGACTACGCACTGTTTGTAAACACTGTCAAAAC
CCTAAAATTATGACACAAAAATCTTTTCAAAAAGGAACACCACTTCCACCCCTACAGCCAGGGCTTCTCAGGCTGTACAGCATG
AGATTTTGTCCATTTGCACAAAGAACGAGACTGGTTCTTCTTTACAAAAACATTCCGTTTGAAACAATTAATGTCGATTTAAAA
CACAAACCTGAATGGTTCTTTGATAAAAACCCCCTTGGTCTGGTGCCAATTGTGGAACTAGATGACAAGATAGTTTATGAATCC
ACAGCCACATGTGAATGGCTTGATGACATTTACCCACAGAATAGACTCCAGCCAAGTGATCCTTACACAAAGGCTTGGGACAG
GATTCTGTTGGAGTATTTTGGAAAGCTTACAACATTAATTTATGCATTCTTGAGAGAGCCTGACAAACGAGAAAAAAATGTTA
AAGAACTCCAAAAACACCTGAAGTTTTATGACGATACACTTGCTAAAAGGACCGGCCCATTCTTTGGAGGTGAAAGCCCGTCC
ATGATAGACTTTTACTTATGGCCCCACTTTGAGCGTATACCCGTCCTGGAATCTATCGACACAAGAGCTGGAGTCAGCAAAGAC
AACTTCCCCCACCTGGCAACTTGGTTTGATGTCATGTGCCAGCTGCCAGCTGTCAAGGCTACCATGTGGGATGCCAAAACACAC
TTGCATTTCATTCAGTCTTACGCATCTGGCAAGCCTGATTATGATTTTGGTTTGGATGAGTAGTTGGGGCTGCCGCATTGTTTTG
TCTAAGGCTGGAATTTAATGTTCCAGACCTTGAAGAAGTCTAAAACACATGTAATTTTTGTCATTGATGATATGTTGTTCAGATAA
AAAATGGTGAATTTGTGATTGAAAACTTTTA

ORF

MTQKSFQKGTPLPPLQPGLLRLYSMRFCPFAQRTRLVLLYKNIPFETINVDLKHKPEWFFDKNPLGLVPIVELDDKIVYESTATCEWLDDI
YPQNRLQPSDPYTKAWDRILLEYFGKLTTLIYAFLREPDKREKNVKELQKHLKFYDDTLAKRTGPFFGGESPSMIDFYLWPHFERIPVLESI
DTRAGVSKDNFPHLATWFDVMCQLPAVKATMWDAKTHLHFIQSYASGKPDYDFGLDE

C24957 — Heat shock protein 17 (Hsp 12.2-like) MG262481

CTCTCAACAAAATGGCGTCTTTGGACTTTTCCGTCAAGTTTTCAAGTAAATACTTAAATAAAAGAGATTTCATACTAAGATTAATT
GAAAAGGAGTATTGTTGAGAGAAAATTGCTGTTTCAAAATGAAAACTCAAATTTAAAAAGTCTACTTTTGTTCAAGTTGTTTACAA
TTGATAGAATTTTCTCGATCTATCACGATGTGTTTCGATTCGACTCACCACAGCTGTGGTCAAGGCCACCCATAATGATAATCTCG
AAGCCTCCCAGAGCCATGGTATATAAATGACAGTGTCCCAAATAACTTCGTTAAATTCTGACGAGTACGGTAACTGGTAAACAAT
CCAACCTTCGTGCTACATCGACTCTACTAGTACTACTACATTACATTGGCTCTACATTCTACAATAACTCTACATCTGGGAATCCAA
GTTTGAAGTGTTTAGTGTACAACTCCAGTAGATCTAGTTACTGCAGTACTAGATCTCTCTACCTAACTTTAAGCTTTTCAGAACAG
AAAACAGAGTGAGACTTCAAAGTTTTTTAGAGAGGTAGATCTAGATTAAGAAATTCTTCAAAAATGTTTGCTGTTACTCCTCGAC
TGCAAGATGATTTTGGCCTACTTCGTCTTGTTGATGAATTGATAAATCCATGGGATCTAAGGACCCCGATGATGTACAGAGAT
GGCTCCCTTGCTAATCTTAGTGGCAGGCTTGGTGATTCTGAGATTCAGAACACTGACAAAGAGTTCAGAATTCGATTGGATCTT
CGCCATTACAGCCCAGAAGAGGTAAAGATCACATCAGACAACCAAAAGATTACAATCACAGCTAAACATGAGGAGAAACAA
GACAACCATGGTTTTGTGTCCCGTGAAATGACTAGAACATATTCTTTGCCAGATGATGTTGATCCAAAGTCTGTGACATCGTCA
ATGAATTCTCAAGGAACACTTAGCATCAAAGTATCCAAGAAGGCTATCGAAGCTCCAAAAGAAACTAATATTCCTATTGAGTT
CAAAGAATAAATCTCAATCTTGTGAGCAGGTTCCTCGTACTATTCTATCAACTAACACTTTCATTATCTCATGTACTTAAAGTAGAA
AATGTAATTTTTCTCAAGTTTTTTTTTCTAAGGGTTCATGCACAATGATCTCTCCACCCTTACCCTATGTATACATTTTATAGACCAC
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CACCCCTCATGTGAAGGATACACTCACTCATAAATGACCACAATTTGGGATTTAAACATGGTTATAAAATTTTAGCAATTGCGTAA
TTTAATATAAAATAGAAATGCAAACCCTTGTATGTTTAAAAAGGTTTACCAAACACAATAATAAACCACTACTCAACTGCACTGTG
TTAATGTAATGATGTGCATGTTCCCTTATAATTTTCTATCATGAAACAGATGTTTAGAGGGTCACTGAAATCACATCTGGCATTAA
AATTTCTCATGTTGTGTTTTCACAGCTTTAAAAATTATTATTTTTTAACGAAGTGACAAATGTAAATTGCATTTAATTATTTTTGTTT
ATAATTTCTTTTTGGAATTAATCTACAGCCTAGTCTTAATCCTGTATCCATTGTAATAAGTAACCAGACAGGCTACTAACACAAGTT
GTTTTTTTTTTCACATTTTGTCATCTTTATGGCTGTTCATAATTTATGCAAATATTATGTAATTTTAGCACATATCACTGGATATTCAT
GAATTTGCTGTGCTGATGTGTTTTTTTGT

ORF

MFAVTPRLQDDFGLLRLVDELINPWDLRTPMMYRDGSLANLSGRLGDSEIQNTDKEFRIRLDLRHYSPEEVKITSDNQKITITAKHEEK
QDNHGFVSREMTRTYSLPDDVDPKSVTSSMNSQGTLSIKVSKKAIEAPKETNIPIEFKE

C29072 - cyp4F22 MG262482

ATAGCACTAATAGTAGACATTGGAACATTTTATTATTTTGAAAAACATTTATGATTAGGACAACCATCTTTTTCAGTTGCTTATTTT
TTTAAAAAGGGAGGTAACCTTGCTGCCATGGCAACCATAACAAATTACTTGGTTGGGGCTGTGTTCTTGGTGTCAATGGTTGTT
GTTGCAGTGAAAGCTATCACTGCAATGTTTTCCTACAAGAGGCGTAGAGATCTGCTCATGAGGTTCCCACAAGACCCAGCCCA
CCCTCTCTTTGGTCATTTGCTCGATTACCCAGGACCTGATGAGAAGGGTTTAGCCTACCAGAGGATGCAGACAGGGAAGTACC
CCAGAACTAACCTAGCTTGGATGCTCCATACCCCCATGGTCATGGTGACACATCCGGACACAGTCAAGGTTGTTCTGAAGAGTT
CAGAACCAAAGGGCAAACGTATCTACAATCTTATCCGGCCGTGGGTTGGAGACGGATTACTGACCAGCAGTGGAGAAAAATG
GGCCAGGAACAGAAGACTTTTGACCCCAGCTTTTCATTTTGAAATCCTAAAGAACTATATTGAGTTGAAGAATCGCAGTGCAG
ATCTACTGTTGCTGAAGTTTCAACAAGCAGCAGAAAAAGCTCAGCCCTTTAAAGTGTTTGTTAACATCACAATGTTTACCTTGG
ATGTCATTCTTAAATGTGCAATGTCTTATGAGACTGGCTGCCAAAACCAAGGAGAGCAGCACCCTTATGTTCAGGCTGTCAATG
CCTTATCAGAAATGATGGTCAACAGATTTTTTCGACCATGGCTGCACAGTGACCTTCTCTTCTTCCTCACCCCTGAAGGGAGAA
AATTTAAAAAACATTGCAACTATGTACATAAAGTTGCTGAGGATATCATTAAACAGAGGAAAGAGAAACTGAGAACAGAAA
GTCCAGTAAATGCTAACAAAGAAAGACATCACAGATGCATGGACTTCCTGGATATCTTGCTGACTGCACATGATGAGACTGGT
CAAGGGCTGACCAATGCTGAAATAAGAGATGAGGTGGACACATTTCTTTTTGAAGGTCATGACACAACCGCCAGCGCCATCTC
GTGGGCTCTGTATTCTATTGCTGAGCATGATGAGGTCCAGCAGCAAATTTGTGAGGAGATTGATGGGCTGATGGCCAGCAAA
ACAAGCACGGACATTTTATGGGAGGATTTGTCTCAGCTGCCGTATCTGACCATGGTCATCAAGGAGTCACTCCGACTCCATTCT
CCTGTGCCGTTTATCCAGCGGGAACTGACAGTGGACACGGAAATTGATGGCAAGATGACGCCTGCTGGAACCATGGTCAACA
TTGTCATTTATAACGCTCATCACAATCCTACAATTTGGGATGATTCAATGAAATTTGACCCCAATAGATTTTTGCCAGAAAATTC
AGAAAGAAGAAGTGCATATGCTTTTGTGCCTTTTTCTGCTGGTCCAAGAAATTGTATCGGGCAAAACTTTGCAATGGATGAAA
TAAAAATTGCTTTAGCGCGCATCTTATACAGGTTCAATATCAGGCTTGACCCCAGTCACAAAGTGGAGAAGCAGGAAAGCATA
GTGATGAGAGCCAAGGATGACATCCATCTGCTGGTCACAGAACGCCACAATGCTTAAAATGTTGAAAATTTCTTTCTTGTTGAA
CATAACGCATATCATATAGCTACATTGTTTTAATTTTCTATTGAAAAAAGCTTGCATATTAATAGGAAATGGAAAGTTTTACTTACA
TGATAG

ORF

MATITNYLVGAVFLVSMVVVAVKAITAMFSYKRRRDLLMRFPQDPAHPLFGHLLDYPGPDEKGLAYQRMQTGKYPRTNLAWMLHT
PMVMVTHPDTVKVVLKSSEPKGKRIYNLIRPWVGDGLLTSSGEKWARNRRLLTPAFHFEILKNYIELKNRSADLLLLKFQQAAEKAQPF
KVFVNITMFTLDVILKCAMSYETGCQNQGEQHPYVQAVNALSEMMVNRFFRPWLHSDLLFFLTPEGRKFKKHCNYVHKVAEDIIKQR
KEKLRTESPVNANKERHHRCMDFLDILLTAHDETGQGLTNAEIRDEVDTFLFEGHDTTASAISWALYSIAEHDEVQQQICEEIDGLMAS
KTSTDILWEDLSQLPYLTMVIKESLRLHSPVPFIQRELTVDTEIDGKMTPAGTMVNIVIYNAHHNPTIWDDSMKFDPNRFLPENSERRS
AYAFVPFSAGPRNCIGQNFAMDEIKIALARILYRFNIRLDPSHKVEKQESIVMRAKDDIHLLVTERHNA

C29700 - Antioxidant 1 Copper Chaperone (ATOX1) MG262483

GGTGTGTCAGTGCAACGTTTCAATATTTTCTTTCAGACACATATTGCAAGTTGAAGTTTCACTTCGTTTAGCTTAAATTATTAATTA
AACAAGATACCTATTGTATTTACCCTTTTTAAAATGCCAGAAAAGACTTATGAATTCCACATGGAAATGACCTGTGAAGGGTGT

GCGAATGCTGCCAAGAGGGTATTAGGGAAACTTGGGGAAGTAAAGAGTGTTGAAACAAATGTCCAAACAAAAAAAGTCACT
GTGACATCTTCATTAAACCCTGATCAGCTCCTGGAATCTTTGAAAAAAACAGGGAAGGAATGTTCGTACATTGGTGAGAAGGC
CAATTGACCCCTTAAAGACGTTTGATATGCCGTTGTATGACAGACACATTTTGCTGTCTCGAACAAGTGATTTGTATTCAAGGTTT
TAATATACAGGTCTAACTATTGTTATAATTGTTTGTTGTTAACTTTGCCATTGGAGTAATTGTTCAGTTCTTGTTTCTCATATCGACG
TTTTTTATGTTAATGTATTTGAAGTAACTTACCCCGAGAATATTATTGAAAATATATTTGTTTACTTGAACTCAAGGAGTCTATCAT
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CATTATCATCAAAAAGAAGCATTTTTGAGAATCAAAACTTTTAAAAGTATGAATTTAAAAAAAGAATCGTTTACTTTTTATAGGAT
AATATACCCATTATAATGTATGTGTATGGTTGCCTCATGGTTTTGCAAACTATGTACTTTACCAGTGTGTATATACAAGATTTCTAT
TACAGGTAATACAGAAAACCTTAATGTATCAAAATAATTAAGTAGAAATGCACTCTATTGCATTGGTAAGATGCAGTTAGATATC
CACAGTAGATTGACTGTTTTAATTACTGAACTTTCTGTTGTAGTTAATTAGCTGTGATTGTTTTGGTATTTTACAATTTACTTTTAAC
TGTTTAGACATTTTACATTTGAAATGGTCAGTTGCAGTTGATCAAAAACTTACATTGGGTCATTCCATTAATTATTTATAATATCCT
TAATGTCATTAAAACCAAGATTTTCAGTGCCATTCTATCAAAGCCAAAAGCAGTTTGTTATTCTACTTTTAGTATTTAAGGCTCGCT
GAAGGAATGAGAGGAATGATAAAAGATTTTAGTTTTTATCTGTAACCTTTAACAACTGATTGTACTTTAAAGGTTGCTCAATTAAA
TTATTTGATGAAATCTCAATATTTTTGTATACATTTGTTCAATAGGCTGTTGATAATTAATAATTACTGTTATGTAATTTACTTGGGT
TACAAGAGATGACAATCTAATGCTAGTAGTCATTTTATTAGTTTTCTATAGTTATTTTGGTAACTTTAAACCAAATACCTTTTTAATT
TAAATTAGGGAAACACACTTAATTTACACAAAAAATTCTACCAGTACTTTATTTAAACTATTTGTTATATTTTTAGCATGACGATAG
TCATTGAATAATTTTTTAAAAATTAGGGCCTAATCAAAAGAAAATGAAATAAGTAATTTGTAGTTTTAATACAAAAACTGCTCAAA
ATGTTGATGCCAACCCAAG

ORF
MPEKTYEFHMEMTCEGCANAAKRVLGKLGEVKSVETNVQTKKVTVTSSLNPDQLLESLKKTGKECSYIGEKAN
C30286 — Multidrug resistance protein 1 (MRP1) MG262484

TATGACATCGCTAGGAATATATTAAGTTGTTTTCAGAACCTGATCGATTTCTTTGAATAAAAGATTTTGCAGATCATGGATAATTT
TACATTGCCAATACTTTTTGACAATTCCACGGCGCATTTTGAGAATTCAACATTGCCAGTTACTACGACACATTTTGAGAATTCC
ACACTGCCAGTTACTACGACATATTTTGAGAATTCCACATTACCGGTCACGACCCACTTTGAAAATTTTACAACAGCCGCCGTCA
CGTTAACAACGGCGGGAGAAAACATCACTAGACCAGAAAAGTTATTTTGTGCTGACAGCATTTGGGATACTGATTTGTTGTTG
AGCTCTAGTTGGCCCCAGCTGACGTCATGTTTCCAGGACACAGTTCTCATCTATGTGCCATTCTCATGTCTCTGGCTGCCATTAC
CATTCTATTTATACATGTTGGCATCAAAAAGGGTCAGTCCGTTACCCATTTCCTGCCTCAGCATTATCAAAATGTTCTTGGCCGC
CTCCCTGAGCCTGCTCAGTCTGATAACTATAATAGAAGACGCCAGTAATGATACAGGCGCACACCCCATTTCCATATCACATTA
TGTGGCTAATGGTATCCGGGTCATCTCATATGCTGTTGTTGCCATCGTAACCCAAATGGAGAGGAAATACCACACCACCACTTC
AGGATTTCTCTTTCTCTTCTGGATTTGTCTTGTCTGCTGTGATGTTGTCCCTCTCTACACCAAGATAATCATTCAGGAACACGAAG
GATCTCTGCTCAGATTTGCACTTTTTGTTCTGGTGTATGCCATGGAAGTTCTGCAACTTTTGTTCAACTCTGTCTCAGATTCCACC
GGGGAGGACAGCTATCTGGCTAACTCAAGTCCAGAAGTGAGAGCTTCATTTCCCAGCAGAATTTTCTACTGGTGGGTCACCAG
AACAGTGTACAATGGTTGGAGGAAAGACTTACAGGAAGAAGATTTGTTTGTACTCAACCCTAGAGATGAGAGTGATAACCTC
ACACCATTGTTTGATAAACTCTGGAGAAATGAGTGGACCAGATTCAAGAGGAAAAGGAAGGAAGAAAAGTCTTATGACAAA
TTAGGATATCGTTTGTCTGACCTCTCCAAATCTTATGAGAGGCACGGTGAAAGGTCACCTCTGATGGCTAATATGAATGGAAA
GGTTACTGAAAATGGGCGTTACTACAAAACTGTTAAAATGGACAGCACTTCAAGAAATAATACCAAACAGCCCAAGCCCTCTC
TGTTGAGAGTTCTAGCACAGATGGTGGGATTAAAACTTTGCTTTGGACTTGTTCAAAAAATGGTTTCTGATATATTTTTGATGA
TAAGCCCTGTGCTACTGAGCCTCCTTATCAGTTATGCTGACCATGCGGATGTTGATTTTGTGTGGAAAGGCTATGCCATAGCTG
TCCTGCTGTTTATCACACAGATGATCAAATCTGTGCTGTTTAACTTCAGTTTCTGGATGTCGCAGATTGTTGGCATGCAGATGAA
GACCACGCTTATTGCAGCTATTTATAAAAAGGCTCTAACAATGAACAACGAGTCCAAGAAAGAATCAACAGCAGGAGAGATT
GTCAACCTTATGTCTGTCGACTGCCAGAGGGTCCAGGATGTGATGAATTTTTTCTTCTACGCTTGGACCACTCCCTTTCAGGTTA
TTATAGCTATAGCGGTGCTGTACCAGTACATTGGCCCTTCTGTATTTGCTGGTCTGGCTGTCCTGTTGCTGACCATACCTTTTAAC
TCTTACGTAGCATCAAAGCAGCAGCAGCTTCAGGTCAAGAATTTAAAACACAAAGACTCCAGGCTCAGACTGACCAATGAAGC
TCTTTGTGGCATGAAGGTGTTAAAATTATATGCATGGGAGCCACCCTTTCATGAGAAAATTTCTGACATTCGAAGCGAGGAAA
CCAAAGTGTTGCTACACATTGCCTACCTCAATGTGTTTATCAGTGTCATATTCAGTGCTGCTCCATACCTTGTGATGTTGGCCAC
ATTTGCTGTGTATGTCAGTGTATCTGATGAAAATCATTTAGATGCCAATAAAGCCTTTGTTGCCCTCAGCTTTTTCAACCTTTTG
AGAGTGCCTTTAGGGTTACTCTCTTCCATTATCTCAATGAGTGTTCAGGCTGTTGTATCTATTGAGAGGATAAACCTGTTTTTGT
GTACAGGAGATCTGAAAACTGATAATGTGATCAAAGATAGTCGAGCAAATTTTGCTATCGAAGTTGAAAATGGAACTTTTACA
TGGGACAAAGCTGCAGAGCCATCATTAAGAAACATCAATCTAAAAATCCCTGATGGTAAGCTGTACGCAGTTGTGGGCCCTGT
TGGCAGTGGGAAAAGTTCATTGGTGGCCGCCCTGCTGGGAGAGATGGAGAGGTTAACTGGGAGGGCCAGTATCAAGGACAA
TGTAGCTTATGTACCCCAGCAAGCATGGATCCAGAATGCAACAGTAAAAGACAACATCCTCTTTGGGAAGCCATTTGATAAGA
AGAAATATAACAAAGTAATTTCAGCTTGTGCATTAGAAAGAGACCTGGAGATCCTTTCAGCTGGTGATATGACAGAGATTGGT
GAAAAAGGAATAAACTTGAGTGGAGGTCAGAAACAAAGGGTCAGCCTGGCCAGAGCGGTGTATAGTGGTGCCAACATCTTT
ATCTTTGATGACCCTCTGTCTGCTGTAGACACCCATGTGGGCAAACATATTTTCAACAACGTCGTTAGCCATAAGGGCATCCTTA
AGGGCAAGACAAGAGTTCTTGTGACACATGGAGCCCACTGGCTGCCAATGGTAGACTCTATCATCGTGTTGTACGATGGAGA
GATACGAGAGGCAGGTAGCTATGAGGACCTAATGTCACATAATGGACCTTTTGCTGAGTTTATCAGGACCTATTTACTGCAAG
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GGGATGATAATCCAGAGGACAGTGACCAAGAGATTCAGGCTATAAGGACTAGAATCTGGAATGATGTAGAGAGTGCTACCTC
TGATGCTACCTCTGGGGATGAAGGCTTCACCAGGTCATCTCGTTTAGCTCGCAGACGAACTTTATCGGTAACAAATGAATCAAC
AATGACAAGTTCATTGTTGATGCGTTCACAGACCTTCATTTATGAAGAGGAAGATGACAAGGGAGATAAAAATTTAGGGAAG
CTAGTGCAGGCAGAGAAATTGGAGAAAGGGAAGGTGAAATTAGATGTCTTCTGGACTTACAGTAAAGCAACTGGTACATTTG
CCATTGCGTTGTCGTTTATATTCTTTGCCCTTTTCCAAGTGGCCAACGCCTGGTCAAACTTCTGGTTAACAGACTGGACAGGGGA
TCCGTTACTGGCCAATTCAAGCCTCATACACACTGAAGAATACACCAGTAGGAACAATTATTATCTCTGGATCTTTGGGGTATT
TGGAATTGTTCAAGTTGGTTTCCTGGTGGCCCACAACATCATCTACTGGGTCAGGATGGTGGTGGCTGCCAAGAGACTCCACTT
TGGGATGCTGACCTCCATTTTTAGATCGCCCATGTCCTTCTTTGATACGACCCCACTGGGCAGAATTATGAACCGCTTCTCCAGA
GACATAGAGGTAGTGGACAACAACCTTCCCATCATCATACGAGACTACACGTCCACTCTGTTCATCTGTCTGGTCACCTTGATC
ATCATCTCCATCAGCACCCCTCTCTTCCTGACCCTGGTTGTGCCTATTATGATCTTGTACTACCTCATACAGAGCTTCTATGTCCCA
ACATCTCGGCAGCTAAAGCGTATTGAGTCTGTGACCCGCTCCCCCATCTACACCCACTTCAGTGAAACCATATCAGGGGGCGCC
ACCATCAGGGCTTACAATGCAGCAGAGAGGTTCATCAAGGAGTCTAAAACTAGGGTGGATAGGAACATGTCTTTTTACTACAT
TGGCCTGGCAGCTAACAGATGGCTTGGCATGAATCTGGAGCTGTTGGCCAATATCATCATTCTGGGCTCAGCCATCTTTGCTGT
CGTCACTCCTGGTATAAGCGGAGGGGATGTGGGTCTGTCTGTTTCATATGCCATACAGGTTTCCAGTAATTTGGTGTGGATGGT
CAGACAAATGAGTGACCTTGAGACCAATATAGTATCCGTGGAGCGACTGAAAGAATATTCTGAGCTGGAATCAGAGGCAGAA
TGGATTGTCCCCCATCGCAGGCCTGTCCCCGGCTGGCCCCTGGATGGCAAGGTGAAGTTCTCAGGCTATCAGACTAGGTACAG
AGAGGGCCTGGACCTTGTTCTAAAAGGCATTACCTGCGAGTTCAAACCCGGTGAAAAGATTGGTATAGTAGGCAGAACAGGG
GCAGGTAAGTCATCCCTTGCTTTAGCTTTGTTCCGGCTGATTGAAGCCACAGAGGGCAGTATTTCAGTGGATGGGATCAGAAT
ATCAGACATTGGTCTCCATGATGTGCGATCAAGGCTCACTATCTTACCTCAAGACCCTGTGTTATTTTTTGGAACCTTGAGGATG
AATTTAGATCCAATTAACGAATATAATGACCACCAGCTGTGGGATGCGCTGACCAGTGCCCACTTGAAAGATTTTGTTGAAAA
CTTGTCAGAAGGTCTGGACTATGAGGTGGGAGAAGAAGGGCAGAGTCTCAGTGTAGGACAGCGCCAGCTCGTGTGTTTGGCT
AGAGCTCTGCTGAAGAAGACAAAAATTCTCATCTTGGACGAGGCCACGGCTGCTGTTGACATGGAGACAGACACTCTCATCCA
GAACACCATCAGGACAGAGTTCAGCACCTGCACCATCATCACCATTGCACATAGACTGAACACAATCATGGACTATGATAGAA
TCATGGTACTGGATGCCGGAATTGTGAAAGAGCTTGACTCACCAAGTGCATTATTAGCAAACACAGATTCTATTTTTTACTCAA
TGGCAAAGGAAGCAAATCTTGTCTGATTTTAATTAAATTTATTCTATGTGAATTTTTGTGTAATTTTTTAAAAGAATTTAAAAAAA
AAATCTTTAAAAGATCACAAATTGAAAAGCTATTTGATTGAGAGGAAAAGTTAAATGTATTTTATTTGCTGTCATATTACTTAGCC
CAACATTTAAAAACAATAAAGATACTCAAGCTTCATTTAAAAAAAAA

ORF

MDNFTLPILFDNSTAHFENSTLPVTTTHFENSTLPVTTTYFENSTLPVTTHFENFTTAAVTLTTAGENITRPEKLFCADSIWDTDLLLSSSW
PQLTSCFQDTVLIYVPFSCLWLPLPFYLYMLASKRVSPLPISCLSIIKMFLAASLSLLSLITIIEDASNDTGAHPISISHYVANGIRVISYAVVAI
VTQMERKYHTTTSGFLFLFWICLVCCDVVPLYTKINQEHEGSLLRFALFVLVYAMEVLQLLFNSVSDSTGEDSYLANSSPEVRASFPSRIFY
WWVTRTVYNGWRKDLQEEDLFVLNPRDESDNLTPLFDKLWRNEWTRFKRKRKEEKSYDKLGYRLSDLSKSYERHGERSPLMANMN
GKVTENGRYYKTVKMDSTSRNNTKQPKPSLLRVLAQMVGLKLCFGLVQKMVSDIFLMISPVLLSLLISYADHADVDFVWKGYAIAVLLF
ITQMIKSVLENFSFWMSQIVGMQMKTTLIAAIYKKALTMNNESKKESTAGEIVNLMSVDCQRVQDVMNFFFYAWTTPFQVIIAIAVLY
QYIGPSVFAGLAVLLLTIPFNSYVASKQQQLQVKNLKHKDSRLRLTNEALCGMKVLKLYAWEPPFHEKISDIRSEETKVLLHIAYLNVFISV
IFSAAPYLVMLATFAVYVSVSDENHLDANKAFVALSFFNLLRVPLGLLSSIISMSVQAVVSIERINLFLCTGDLKTDNVIKDSRANFAIEVE
NGTFTWDKAAEPSLRNINLKIPDGKLYAVVGPVGSGKSSLVAALLGEMERLTGRASIKDNVAYVPQQAWIQNATVKDNILFGKPFDKK
KYNKVISACALERDLEILSAGDMTEIGEKGINLSGGQKQRVSLARAVYSGANIFIFDDPLSAVDTHVGKHIFNNVVSHKGILKGKTRVLVT
HGAHWLPMVDSIIVLYDGEIREAGSYEDLMSHNGPFAEFIRTYLLQGDDNPEDSDQEIQAIRTRIWNDVESATSDATSGDEGFTRSSRL
ARRRTLSVTNESTMTSSLLMRSQTFIYEEEDDKGDKNLGKLVQAEKLEKGKVKLDVFWTYSKATGTFAIALSFIFFALFQVANAWSNFW
LTDWTGDPLLANSSLIHTEEYTSRNNYYLWIFGVFGIVQVGFLVAHNIYWVRMVVAAKRLHFGMLTSIFRSPMSFFDTTPLGRIMNRF
SRDIEVVDNNLPHIRDYTSTLFICLVTLHISISTPLFLTLVVPIMILYYLIQSFYVPTSRQLKRIESVTRSPIYTHFSETISGGATIRAYNAAERFIK
ESKTRVDRNMSFYYIGLAANRWLGMNLELLANHILGSAIFAVVTPGISGGDVGLSVSYAIQVSSNLVWMVRQMSDLETNIVSVERLKE
YSELESEAEWIVPHRRPVPGWPLDGKVKFSGYQTRYREGLDLVLKGITCEFKPGEKIGIVGRTGAGKSSLALALFRLIEATEGSISVDGIRIS
DIGLHDVRSRLTILPQDPVLFFGTLRMNLDPINEYNDHQLWDALTSAHLKDFVENLSEGLDYEVGEEGQSLSVGQRQLVCLARALLKKT
KILILDEATAAVDMETDTLIQNTIRTEFSTCTHTIAHRLNTIMDYDRIMVLDAGIVKELDSPSALLANTDSIFYSMAKEANLV

€30981 — Hsp 16.6 (Hsp 12.2-like) (REV) MG262485

AACAAATTATTGTGGTATAATTTATCTAGATGACCTGCACAAATGAGCAAAATAGCAATTACTCCAAAAAAAATTAAATACATTTT
AAAAAATTCCACTTGATCTCATGTATCCTGAGCACCCCAATTAATCCAAATGGAAATA GGGAATCAAATCACCAACATAAGC
TTTGTTGATTTAGCTATTATTCCATGTACCTATATATCCATAGGTATTTTAAATATCTTGGTAAATAGGACTTTTTACAGTTGAATGC
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AGAGTCCCATTTTTCTTTTTCACAATGAACATATTATTAAAGATAATTGAAGTTAATTCCAATCTACTTTAATGTATGTTTCTTGGGT
AAGTAAAAAAAACAAACAAAATCAGCATTGGCGAGCCTGTCTGTTTTAGCTTTTGAAGTCTATTGGTATTTGAGTCTCCTTTGGC
TCCTCAATGGCTTTCTTTTGTATTTTGATACTCAGTACACCATGGGCATTCATTGATGAAGTAACTGATTTGGGATCAACATCCT
CTGGTAATTTGTACATGCGGGTAATTTCTCTTGCAACAAAGCCATGGTTGTCTTGCTTCTCCTCATGCTTAGCACTGACAGTAAT
TTTTTGATTATCAGATGATATTTTTACTTCCTCTGGTTTAAAATGTTGTAAATCCATGCGAATGCGCACTTCTTTATCTGTATTGT
GAACCTCAGTTTCTCCATACTGACTCAGTGCTTGGGCAATGTTTTTATCCAGAGCAATAAGTGGGTACCTAGCAAATTCATCAG
CAAAACGCATCATTGGTGCCATTTCATTCAAGAGTCTAGGTACTATTGAAAACATTTTTAAGTGCTTAACTTTTCAGCAAGGTTG
TTGGATGTTGTTAACTGGACTCCACTGAAAGTGAGTGTGATGGAATCTTGTTTCTTTAATAACTAGCCAGACCAAAGGACGTGCT
TCATTTATATACTAACACTTCACTTCTAGAATTATCTAGTAGATTTACTATCACAACAGTGTCAGAATGATTACTGTTTTTTGTTTTG
AATTTGGTTTTATTCGCAGTATGCGTAGATCTACTTG

ORF

MFSIVPRLLNEMAPMMRFADEFARYPLIALDKNIAQALSQYGETEVHNTDKEVRIRMDLQHFKPEEVKISSDNQKITVSAKHEEKQDN
HGFVAREITRMYKLPEDVDPKSVTSSMNAHGVLSIKIQKKAIEEPKETQIPIDFKS

C31665 — cyp3A7 MG262486

ACTGGCAATGGGCCAAGCTGTGACTTTAAAAAGATCCTGTGACTCTCCACTCCATGAAACACGGTGTTAAAAACCACCGTTAAGA
ACAGAACCTACTGAAGCGTGTCGCCTGAACCAAAAGAAGCTTCGACAGAGGGTCCAACACAACATCACTTAGAATCTACAATAA
ACCATAAAAAAAATGCTGACAACTCTAGCAATAATTGCCGCCATATTGGCCCTCCTGGCTTACATGTTTGTACGTTACATGTCAG
CCACACACAACACGTTTAAAAAGATGGGAATAGACAACCCCCCACCCAACCCCATCATAGGGAACTTTGGGAATGTATTCAAA
TATGGTATTTTTGAAGTACAGAAAGTTTTCTACAATCAATACATTGATAAAAAGGTATACGGATGGTACGACTCTAGAAGGCC
AACTATGATCGTCAAAGATCTTGATATGGTCAAAGATATATTTGTCAAAAATTTCAATTGTTTCGTTGATCGCCATTCTCTATTT
GAGGTTGATCCACCTTTTAGCGATAATCTGCTCAACCTAAAGGGCGAGCACTGGAAACATGTCAGAAACATCGTGACCCCAAC
TTTCAGTTCAAGCAGACTCAAGAAAATGGCGCATCATATTGAAAGAAATACGAAGATAATGTTAGAAAATCTCCAGGCTCTAC
AAGAATCTGGCACAGAAGTTGAGGCTAGAGATTTTTTATCTGCTTTCACTCTTGACGTCATTGCCAGCACTGGCTTTGGGTTAG
AGATTAACACACTCAAAAACCCAAACAATCCTTTTGCAACTGAGGCCAAAAAAGTAATTAATCCAAACCCTCTACTGTTTAGTT
TAATATTACTGATTCCCTCTCTAACCAAATTATTTTCACGGCTTGGCCTCTCAATACTACCACAAAAATCCCTCCAATATTTCGTC
AAAGTTGTGGAGGCGGCAATAGAGGAAAGAAAGAGAGACGGATTAGAAGGGAAAGTCAACGATTTTCTAGATCTGGTAAT
GAACGCCGAGAAAGAAACCGGAGAACCTCACAAAGAATTGACAAGATCAGAACTTTATGGCCAAGCTCTAATTTTTATCTTTG
CCGGGTACGACACTGTTTCCACGGTATTGTCCTTCACCTTGTTCTTCATCGCCATGCACCCAGACTGCTGCAAACGTGTGCAGGA
AGAGATAGACGAAAAATGTGGTCAAACCTCACCAAATTACGATAACGTCCAGTCGCTGGCATACCTAGACATGTGCATCAACG
AATCGATTCGACTGGCGCCACCAGCGTTTTTAATCAACCGCGTCTGTGTGAAGGATACGGAGGTCCAAGGTGTGAAGTTCCCT
AAGGACATGGTCGTTGCCGTCCCTGTCTACGCTATCCACACCGACCCGGAAATCTGGCCGGAACCGGACAAATTTGACCCAAA
GAGATTTACGCCAGAAAACAAAGAATCTCGCCATCCATATGCGCATCTTCCTTTCGGCCAAGGGCCAAGAAATTGTATTGGCA
TGAGGCTGGCTCTCCTGGAGATAAAAATAGCCTTAGCTACAATCTTTCAGAAGTTTACCCCAACACGCTGTAGTAAATCTGTGT
ACCCGATCCAGCTGAGTAAAATGGGAGTTAGAGCAAATGATGGCTTATGGATCAAGTTCGCTGCCAGAAAATGAAATAAAAA
CTAACGTCTTTTTTTGACTGATGAAAAAGCATCAGTTTTGACGGATGTAAAAACGTCGGTTTTACCGATGTAAATACATCAGTTTT
GACTGATGTAAAACATCACTTTTGACTGAGGTAAAAACATCAGTTTAGACTGATGTTTTACAGATGATTTCTTAAAAATCAGATTT
CTTTTTTTACGATTACTTAAATTAATATTTTGTGATATGTTGCAGTAGTAGTTTTCATAAAATTGTTTAAATTACTCGAGTAGGTTTT
ATTGTGACTATAGTTTAATTGTAGTATGATTTCTGCTCTCATCAAATACGTTAGGCAACAACACGATACAAAGTTTATACTGTAAA
ACTGAAATAAATATTTATAGCTTTAAAATGTAATTCTTACAAATATCCCTAGGTTTTAGAGTGTTCAAATATATGTACATTAGATGT
ATTTTACTTTCTTCTCAGCACGTTAGCAAAAGTTGGTGTCACCAAATGGGTTCGCATGCTTGTATGGTGATTGTCACTAGACAAAA
CATCATTGTTATACTGTAGTGTCTCCACGTGTATAAGTCACCAAATGGAATGTAGAATGTCATGTTGGTATGGGATGTGTCACCAT
GTAGAATGTCATGTTGTTATGGGATGTGTCACCATTTAATTACGACAACCCTTAAGTACTGTAAACAAATCAACGTGTTGGCTGTA
CATGGCAACTTACTTCATAACTGTTAGCTCGTCTTACTTTAGCCCTGTCATCACATCATTATGTATCTGTTCACCAGCTGTTGGATA
TATGAATTGATGTTCATACACAGTAATATGCGGCGTGATCTAACACTGTAACATCTTTATAAAGTTAAATGCACGAGTTGAGGTCC
CAGGCTGGGCGGCTGGCAACTTTAGTGCAACAAATCTGTTTGCTATCTGCCTAAAGAGCGTTGTCAAACCAGCTATGCTCGCAGG
AGAGCTATTCTATTTTGCCTATTCAGTATTGAAAGAGTTGATAGGTTTTAGCTTTTTGTAACCCGATAATCTAATAATTTTCTTTCTA
TACCATGATTAACAATTGGCACATAGTGAGTGTGTAATGCACCTATTTACAACACATTTTTAGGCTATTATTGAATGAATACAGAA
CAAAAATGATTACATAATGTAAAATGATAATGTAATCAGAACCTTTATATTTACTGTTGTATTTTATATGTTAAACCATTTCTGCTTT
GCTAAAGGATTAAAGTTGTTTCAATTAAAAAAAAAAA

ORF
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MLTTLAIIAAILALLAYMFVRYMSATHNTFKKMGIDNPPPNPIIGNFGNVFKYGIFEVQKVFYNQYIDKKVYGWYDSRRPTMIVKDLD
MVKDIFVKNFNCFVDRHSLFEVDPPFSDNLLNLKGEHWKHVRNIVTPTFSSSRLKKMAHHIERNTKIMLENLQALQESGTEVEARDFLS
AFTLDVIASTGFGLEINTLKNPNNPFATEAKKVINPNPLLFSLILLIPSLTKLFSRLGLSILPQKSLQYFVKVVEAAIEERKRDGLEGKVNDFLD
LVMNAEKETGEPHKELTRSELYGQALIFIFAGYDTVSTVLSFTLFFIAMHPDCCKRVQEEIDEKCGQTSPNYDNVQSLAYLDMCINESIRL
APPAFLINRVCVKDTEVQGVKFPKDMVVAVPVYAIHTDPEIWPEPDKFDPKRFTPENKESRHPYAHLPFGQGPRNCIGMRLALLEIKIA
LATIFQKFTPTRCSKSVYPIQLSKMGVRANDGLWIKFAARK

Contig1523 — Caspase 3 -like

ACGGAAGTTACAATGAATCCTAAATCTTGGTTACTAGAACAGTTCTAATCTAAATATTATGCTACGGCAGTAGTGAAGTGTCAAC
TAGTAGAGACCAAGACATCTAGATCTAGTCTTAGACTATTAAATTTGAGTTAAATTATAAAATTGTAACGGCAATATATTATTATT
AGGCCTCCATGGATCACATAGATGCAATGCCTGCAGGCCAGGGGGATGTGGCTCCTACTGGTGGAAGAGATTCAGTTGATGC
TAAAGGGGAACCAAGCCAGTCACAACCAGGCCAGATAAATTTGACTGAGAGAGAATTTCTGTCTGACTCCTATAAAATGGACT
ACCCAAAAAGAGGAACGGCAGTTATAATCAACAACAAAAAGTTTCACCCCAGAACAGGTATGGGTGAGAGAACCGGAACAG
ACGTAGATGCTGACAGCATGTATGGACTACTGGACAAAATGGGTTTTGAGAAAATCTTTTGTCATAATAATTTAACTGCAAGG
GAAATGGTTAAGCAGCTCCAAGAGGTTGCAAGACAAGATCACAAAGACAGCAGCTGTTTTGTCTGTGTAATTCTCACCCATGG
AGAGGAAGGTTATGTTTTTGGGACAGATGACAAGGTGCCAATTGATGATTTGGTTGCTCCATTCAAGGGACATAACTGCAAGT
CTCTTGCTGCTAAACCCAAAATATTTTTTAATCAAGCTTGCAGAGGCACTGAACTTGATTCTGGTATTGAAGTTGCAGATGCCA
GTGAGATGGAGGTAGAAATGGAGGAAGATGAAACCATTGTTAGGAGAATTCCCACTGAGGCAGATTTCTTGATGGCATATTC
AGTTGTTCCAGGATACTTTGCCTGGCGTAATTCAGCTAGAGGCTCATGGTTTATTCAAGCAATTGTGGATGTGTTCACTAAGTA
CTGGGATAAGCTGGACCTCCTCACCCTGATGACCAGGGTCAACAAGAAAGTGGCTTATGACTTTGAGTCCAATGCAAGTAGAG
AGTACATGAACAGGAAGAAACAAATTCCTTGTATAACTTCAATGTTGACTAAAGATGTTTACTTTAAAAAGAAATAAATAACTT
AGCAAAACAAAACATTATTGTACATTTTTGGTTTAAATTAAATATGAAGGTTCATAAAAAAAAGAAATAGATAACTTAACAAAAC
ATTATAGTAAATTTTTGTTTTAAATTAAACATGAATGTTGATTAAAAAAGTGATTAGTTTGAACATTTTTTACTCTTATTTTTTTTAA
CACGCTGATAGACATTTTTTTAGCCTTGTTAAAAGATCCAGTACCTCTTCAAGTATTTGTTTGATGCTGCCAGATATATTCATGTTA
TTACATATCATCAAATATTTGTGCAAATTTAACAAATTGGCAACAACACCTCTACTTGCACAAGTGGTTTGAGAGAAGATAGCTTT
GTGTGTGTGTGTACTGAATTTACAAAATAGTCTTTTGTTTTATGATATTAATTATTAAAGTGTCCTTAACAGTAACACTATAATCAT
TACCATTGTGTGGATTAAAAATGTATGATTATCATTGTTTTGTTTTACTTTCTGTCATTCAATTCCTTACTTATTGTATAATATGTAC
ACTCTATAATTATTTTAAAATCAAAGTTGAATAACTGTGTTGTAAAATGTATAATACAATTTTAGTAGTTTAGGTGAACGGCCTAC
TGTTTGATAGCTTTTAAAAGTTAGCTGAATTGAAGTATGGTTTTGTTAGGAAAAAAATGTGTTCTATTTTTTCCCCCTTGGGTTTTC
TTGTAAAATCTTGTTGATGTGCTTGTAATACATTTTGAGCATTCCTTGTTTATCTTAGCATTGAAAATGGCTTTATCTTTTAGTTATG
AATTAGTGTTCTTTTCTATGTATGTTACATTTAGTTTTAAGCAAGGATACCATAGAACTTTATAAAAAAGTTTTTGCAATGCATTTT
TAAAAATATAAGCATTTATTTAGCAACATTAATTTTATTTTAAACAAGGTTTTATTTTAGTGGTTTAATTGTTTTGATAGTTTCAATA
GGTTTATCATTGTGAAGAACATACATTTATGTTTAGATTCTGTTTGTATGCATAAAGTAATTTGAAGCCATGACATATAACTAAAC
TAGTAAAGACCAGTAAAAAACATTTGTTCACTATTGAGGCATAATATACAACTATTAGCCTACAGTGGAGACTACGCCAACAGAT
GAGGAGACTCAATACATAGTACAGACTCTGTACTAGTACATCCTACTGTTCTAGATCTCACTAC

ORF

MDHIDAMPAGQGDVAPTGGRDSVDAKGEPSQSQPGQINLTEREFLSDSYKMDYPKRGTAVIINNKKFHPRTGMGERTGTDVDADS
MYGLLDKMGFEKIFCHNNLTAREMVKQLQEVARQDHKDSSCFVCVILTHGEEGYVFGTDDKVPIDDLVAPFKGHNCKSLAAKPKIFFN
QACRGTELDSGIEVADASEMEVEMEEDETIVRRIPTEADFLMAYSVVPGYFAWRNSARGSWFIQAIVDVFTKYWDKLDLLTLMTRVN
KKVAYDFESNASREYMNRKKQIPCITSMLTKDVYFKKK

Contig3836 — Estrogen receptor

CTAGATGCACTACTGTGCATGCTGTGTGCCGCTTGCCTCCATGTTCCATTAGCATGCTCAATGCGACCGTCTTGTGTAGTGTGTTC
CGTCCGTTTACTATTTAGTTATCAGTGCCCTCCCCCTGCATGACCCAGACACCGACTGGGGACTGGGTCTGTAGGCCACTTCGTCT
GGGAGGGGAGGGGGCACATCAAAGCGACACACTTCACGCATGCTTGTGTTATCATTTCGAGGATTAGCGCTTTAACAGTATCTC
ACTCGTTTGCTGGCTGGCCAGTGGTCATGGATGGCTAGACTGTGTTTACACCTTTTCATGTCACATCAAGACTTGAGTGAAGCA
CCTGACTGCAAGTCTCCTAAGGTTGAGAGGTGCGGGGAGGGCCGGATGGTTTCTCCCAGTTCATGTATGCAAGTCCTGCCCTT
AGGATGTTCTGGGGAAGTTCTACAGGCAGCCACCTCAACCACCCCTGAGAGCTTCCTCATGGATGGGCCCAGCCCACCCCTGC
ACATGAAGCAGGAGATGGGGGCTGCTGTTTCAGGAAGTCAGGCCAAGCTATGCCAGGTGTGTAATGACAACGCTTCAGGCTT
CCACTATGGCGTCTGGTCCTGTGAGGGATGCAAGGCTTTCTTCAAGAGAAGTATACAAGGTCCAGTGGACTACATCTGCCCAG
CTACAAACACCTGTACTATAGATAAACACAGACGGAAAAGCTGTCAAGCATGTCGGCTTCGAAGATGTTATGAAGTTGGGAT
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GAACAAAGGAAGTCAAAGAAAGGAAAGGAAGAGCAGTGCTAATGGTGCAGGTCTCAAAGGCAAGAGGTGCAGGGCTGACT
CTTCTGACTCATCCATCAACTCCACAAACAGCGCTGCCTGCTCCTCTAAAGCAGGCAAAAGGTCCAGAAGTGCATCAATCCTTG
AGGCCCTGCAGAAGGCTGACCTTCCTGTACTAGAGAGCTACCACAACCACAGCCTCCCAGCCACACGTGTCCACTTGCTCAACA
CTTTGATTAAGTTAGCCGACAGGGAGCTCGTCTACCTGATTAATTGGGCCAAACATGTGCCAGGTTATACCTGTCTGACCCTAA
GTGACCAGGTGCACCTAATAGAGTGTTGCTGGATGGAACTTTTGCTGCTCAACTGTGCGTTTAGGTCTATGGAACATGAAGGC
AGGACGCTGGTTTTTGCACCTGACTTTCATCTAGACAGACACCAGTGGTCAGTGACTGGGATGGGAGACGTGCTGGAACAGG
TGGCTGCTGTCTCAGAACAGATGGTGCTGCATAGTCTCAACAAGGAGGAACTGCTGCTACTTCAAGCTACAGTCTTGGTTAAT
GCAGAAGTACGACGCTTGGATAGCTTTACCAAACTTCAAGAGATGCGGCAAGTTATTCTGGACGTCTTCATGGAAGTTGGTGG
CCGGCACCAAGGCTATGGCAGTTGGCGCCACGCCCCTTCCATTCTGCTGCTGCTGACCCACATCAGGCAAGCAGGGGAGCGGG
GAATCACTTACTTCCAGCGCCTCAAGATGGAAGGGTGCGTCACATTCTGCGACTTGCTGACAGAAATGCTGGATGCCCACAAT
TCTTCCGGTGAAAGACGACGACTTCAACAGCAACAACATCAACAACATCAACATCACCCATCACAGCACCACTCATCACACCAT
CCCTCACAGCACCCAATGGCGCCAGAATGAAGTGTTTTGACGGCCAGGAGTTAGCTAACTGTGATCGTGGGACAGCCACCCATG
TGGGGACTGTCACACACCTGTCAGACAGCTGGTCAACTTCTCCGGTGACCCTCTCAATCGTGGAGGACAGCAGACAGTTTTTCAT
GTGCTACAATGACCTTGACACGTAAATAGATTGTTCCATCCCAACTAGTGATCAATTAGCCAGACTGTTGTAGCCACAACTAGCCA
CTTGCCGCGTCCCTGACACAGTGGGCCAGCAGTCACAACTGGACTGTCGTGTGTTGCTCCATCGCTGTCAAACTCTGTACAGTTTT
AATAAACAATGATTCTCACAT

ORF

MARLCLHLFMSHQDLSEAPDCKSPKVERCGEGRMVSPSSCMQVLPLGCSGEVLQAATSTTPESFLMDGPSPPLHMKQEMGAAVSG
SQAKLCQVCNDNASGFHYGVWSCEGCKAFFKRSIQGPVDYICPATNTCTIDKHRRKSCQACRLRRCYEVGMNKGSQRKERKSSANGA
GLKGKRCRADSSDSSINSTNSAACSSKAGKRSRSASILEALQKADLPVLESYHNHSLPATRVHLLNTLIKLADRELVYLINWAKHVPGYTC
LTLSDQVHLIECCWMELLLLNCAFRSMEHEGRTLVFAPDFHLDRHQWSVTGMGDVLEQVAAVSEQMVLHSLNKEELLLLQATVLVN
AEVRRLDSFTKLQEMRQVILDVFMEVGGRHQGYGSWRHAPSILLLLTHIRQAGERGITYFQRLKMEGCVTFCDLLTEMLDAHNSSGE
RRRLQQQQHQQHQHHPSQHHSSHHPSQHPMAPE

Contig13629 — Cu-Zn Superoxide Dismutase

GGTTCTGGCAAAGATAGCGTCAAAACAACAAACTTATATAAAAAGTGCATGGTCACCGTGGGTCACAGTGATTACAATACATTTA
GTAAAATTCTGCGTATGTTATTGATGCTGAAGAGTCTTCATTAAATTAAGTCTGAATATGGTTAAAGCAGTTTGTGTGTTGAGTC
CTGGCTCTGCACAAGGCATTACAGGCACCATCACATTTACGCAAGAGAAAGCTGGTGCTGCAACTATTGTGAGTGGTCAAGTG
AAAGGACTAGCTCCTGGAAATCATGGGTTTCATATTCACCAGTTTGGTGACTATACTAATGGATGCATAAGTGCTGGAGGCCA
CTTTAATCCTTGCAATAAAAATCACGGAGGTCCAGCTGATCAAGAGAGGCATGCTGGAGATTTGGGCAACATAGTAGCTGGA
GACGATGGCACAGCTACTATTGACATTAAAGACACTCAAATTCCCCTCATTGGAGAACATTCTATCATTGGGAGAAGCTTGGT
GGTGCACGAGAAAGAAGATGACTTGGGCAAAGGAGGCAATGAGGAAAGTTTAAAGACAGGAAACGCCGGTCCTCGTCTGGC
CTGTGGTGTCATTGGTGTGACAGCGTAAATAGAAATTTTCTATTGGACGATGTGACAAAAGGAGAGGGGTGTTTGTGTAGAGAT
TGGGCATCTTCTATCTCTGTGTGAACATTCAGTTATTGGTTAAGCTCAATGTAAATGTCAAAACCAGCTTCAAACAACCAGTGGCT
GACTGGTTCATAGTAGATAGATCTAAATTATACCGTAGAGA

ORF

MVKAVCVLSPGSAQGITGTITFTQEKAGAATIVSGQVKGLAPGNHGFHIHQFGDYTNGCISAGGHFNPCNKNHGGPADQERHAGDL
GNIVAGDDGTATIDIKDTQIPLIGEHSIIGRSLVVHEKEDDLGKGGNEESLKTGNAGPRLACGVIGVTA

Contig22373 — Heat shock protein 90

ATATTTTAGCGTAGTCAACCACGCCATTCTAAGAAATTTTCAACTGACGCCGGGTTGAAATACTAATTGCAAGTGTACAGGTAGA
CCACAAGATCTACCCTAAGAGAGATAAACCATGCCTGAAATAAATCCTGCTGAAGATATGGAGGGGGAAAAGGAAACCTTCG
CTTTTCAAGCTGAGATTGCACAGCTGATGAGTCTTATCATCAATACGTTCTACAGCAACAAAGAAATTTTTCTCAGAGAGCTGA
TTTCAAATGCTTCTGATGCTTTAGATAAAATTCGATATGAATCTTTAACTGACCCTAGCAAGCTTGATTCAGGAAAAGATCTTCA
CATTAGAATAATACCTGACAAAGAGAACAAAACTCTAACTCTTGAGGACACTGGTATTGGTATGACAAAGGCAGACCTGGTG
AACAACTTGGGAACAATTGCAAAGTCTGGAACCAAGGCTTTTATGGAGGCTCTGCAAGCTGGGGCAGACATTTCTATGATTGG
ACAGTTTGGTGTGGGCTTTTACTCAGCCTATCTTGTTGCTGATCGAGTGGTTGTTGACTCAAAGCACAATGATGATGAGCAATA
TACTTGGGAGTCATCAGCTGGTGGGTCTTTCACTGTTGCTTCATCACGATCAGCACCATTGTCAAGAGGCACAAGAATTACCTT
GCACATGAAAGAAGATCAGCTTGAATACCTTGAGGAAAAGAAAATAAAAGATGTTATTAAAAAGCACAGCCAGTTTATTGGT
TACCCAATTAAACTATTGGTAGAGAAAGAGCGTGACAAGGAGGTTTCTGATGATGAAGAGGAAGAGAAGAAAGAAGATGAT
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GCAGATGAGAAAAAAGATGAAGATAAACCAAAGGTTGAAGATCTTGATGATAATGAGGAAGATGCAGATGTAAAAGACAA
GAAAAAGAAAAAGAAGATTAAAGAAAAGTACAACGAAGAAGAAGAGTTGAACAAAACGAAGCCACTGTGGACCAGAAACT
CTGATGATATTACTCAAGAGGAATATGCAGAGTTCTACAAATCTCTCACCAATGACTGGGAAGACCATCTGGCAGTGAAACAC
TTTTCAGTTGAAGGTCAATTGGAATTCAGGGCTCTTTTATTCATTCCAAAGCGGGCTCCATTTGATATGTTTGAAAATAAGAAG
AAAAAGAACAATATTAAGTTGTATGTGCGTAGAGTTTTTATCATGGACAATTGTGAAGATTTGATTCCAGAATACTTAAATTTT
GTCAAAGGTGTTGTAGATTCAGAAGACTTGCCTCTTAACATATCAAGAGAAATGCTACAACAAAGTAAAATTCTGAAAGTGAT
TAGGAAAAACCTAGTCAAAAAGTGCATTGAACTTATTGAGGACTTGACTGAGGATAAAGAGAACTACAAAAAGTTCTTTGAG
CAGTTTTCCAAGAATCTAAAGTTGGGAATCCATGAAGACAGTACGAACAGGAAGAAATTGGCAGATTTCTTGAGGTACTACA
CATCTCAGTCTGGTGATGAGTTGACATCATTGAAAGATTATGTATCAAGAATGAAAGAGAACCAGAAAGATATCTATTACATT
ACAGGTGAAACAAAAGAGTCTGTTCAGAATTCAGCTTTTGTTGAAAGAGTTAAGAAGAGAGGATATGAGGTGATTTACATGA
TAGATCCCATTGATGAGTACTCAGTTCAGCAGCTGAAAGAGTATGAGGGCAAGAATTTAGTTTGTGTCACTAAAGAAGGCCTT
GAACTGCCAGAAGATGAGGCTGAGAAGAAGCGCTTGGAGGAAGCTAAAGCTCAATTTGAGGGACTCTGTAAAGTAATGAAG
GAAATCTTGGACAAAAAAGTAGAAAAGGTGGTTGTATCAAATAGGCTAGTGACATCTCCATGCTGTATTGTCACATCTCAGTA
TGGCTGGTCAGCAAACATGGAGAGAATAATGAAAGCACAAGCTCTGAGAGACACAAGCACTATGGGCTATATGGCAGCCAA
AAAACACCTAGAGATCAACCCAGACCATCCTATAGTCAAAACTCTAAAGGAGAAGGCTGATGCTGATAAAAATGATAAAGCA
GTGAAAGACCTTTGTCTCCTCTTGTTTGAAACTTCTCTTTTAGCATCTGGCTTTAGTCTTGAGGACCCAACCTCACATGCAAACA
GGATTCACAGAATGATTAAGTTGGGATTGGGTATTGATGAGGATGATACTACAGCCACTGAGACACCTAGTTCTGAAGGTGC
AAGTGCTGAAGAGATGCCACCACTGGAAGGAGATGAGGATGATGCATCACGTATGGAGGAAGTGGATTAAATTGACTATACT
ATTTGAAGTTTTGGTTTACGTGACCAATAATTTAGCCTCTAGTTCATTTTTTTTTTCATTCCATCATTGTAGCTTTTCATCTGCCTATT
TATAGATATTGCTGAATCAAACTTGATCCTTCGAATATTTGACTACTGCCATGTCATTTGTTGTGCTAATTTTTTAAGTTGAAATAA
AAGGTTGAAAATTTTGAGTT

ORF

MPEINPAEDMEGEKETFAFQAEIAQLMSLIINTFYSNKEIFLRELISNASDALDKIRYESLTDPSKLDSGKDLHIRIIPDKENKTLTLEDTGIG
MTKADLVNNLGTIAKSGTKAFMEALQAGADISMIGQFGVGFYSAYLVADRVVVDSKHNDDEQYTWESSAGGSFTVASSRSAPLSRGT
RITLHMKEDQLEYLEEKKIKDVIKKHSQFIGYPIKLLVEKERDKEVSDDEEEEKKEDDADEKKDEDKPKVEDLDDNEEDADVKDKKKKKKI
KEKYNEEEELNKTKPLWTRNSDDITQEEYAEFYKSLTNDWEDHLAVKHFSVEGQLEFRALLFIPKRAPFDMFENKKKKNNIKLYVRRVFI
MDNCEDLIPEYLNFVKGVVDSEDLPLNISREMLQQSKILKVIRKNLVKKCIELIEDLTEDKENYKKFFEQFSKNLKLGIHEDSTNRKKLADF
LRYYTSQSGDELTSLKDYVSRMKENQKDIYYITGETKESVQNSAFVERVKKRGYEVIYMIDPIDEYSVQQLKEYEGKNLVCVTKEGLELPE
DEAEKKRLEEAKAQFEGLCKVMKEILDKKVEKVVVSNRLVTSPCCIVTSQYGWSANMERIMKAQALRDTSTMGYMAAKKHLEINPDH
PIVKTLKEKADADKNDKAVKDLCLLLFETSLLASGFSLEDPTSHANRIHRMIKLGLGIDEDDTTATETPSSEGASAEEMPPLEGDEDDASR
MEEVD
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Post-treatment wastewater reuses are diverse. Recreational and environmental restoration uses of reclaimed
water (RW) can be potentially harmful to aquatic organisms. In this work the freshwater snail Physa acuta was
exposed to RW (100%) and its dilution (RW 50%). A simple laboratory mixture of three emerging pollutants
was used to address the complex problem of mixture toxicity of RW. Hence fortified reclaimed water (FRW),
obtained by adding fluoxetine (400 pg FLX/L), perfluorooctane sulphonic acid (90 pg PFOS/L) and methylparaben
(9 pg MP/L), was tested at two dilution percentages: 100% and 50%. The effects of the laboratory mixture of FLX,
PFOS and MP on the test medium were also studied. Long-lasting effects, together with early molecular re-
sponses, were assessed. Fecundity (cumulative egg production) over 21 days and the hatching of produced
eggs (F1) after another 21-day embryonic exposure were monitored. The gene expression of three genes was
analysed after 24 h of exposure: two endocrine-related nuclear receptors (ERR and RXR) and one stress protein
gene (Hsp70). This reproduction test, with additional assessments of the F1 recovered eggs' hatching success,
showed that both RW and FRW significantly reduced fecundity. F1 hatching was affected only by FRW. The
gene expression results showed that the RXR response was strikingly similar to the fecundity response, which
suggests that this nuclear receptor is involved in the reproductive pathways of gastropods. ERR remained virtu-
ally unaltered. Hsp70 was overexpressed by the laboratory mixture in the test medium, but no effect was ob-
served in the fortification of RW. This opposite effect and lack of response for F1 hatching produced by the
laboratory mixture in the test medium highlighted the difficulty of predicting mixture effects. The experimental
approach allowed us to test the effects caused by RW on P. acuta at different biological organisation levels. Thus,
the combination of molecular biomarkers and ecological relevant endpoints is a good strategy to test complex
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Abstract

Bisphenol S (BPS) is an industrial alternative to the endocrine disruptor bisphenol A (BPA),
and can be found in many products labeled “BPA-free”. Its use has grown in recent years,
and presently it is considered a ubiquitous emerging pollutant. To date there is a lack of
information on the effects of BPS on invertebrates, although they represent more than 95%
of known species in the animal kingdom and are crucial for the structure and proper function
of ecosystems. In this study, real-time RT-PCR was used to determine the early detrimental
effects of BPS on the transcriptional rate of genes in the model species Chironomus riparius,
specifically those related to the ecdysone pathway (EcR, ERR, E74, Vtg, cyp18at) crucial
for insect development and metamorphosis, stress and biotransformation mechanisms
(hsp70, hsp40, cyp4g, GPx, GSTd3) that regulate adaptive responses and determine sur-
vival, and ribosome biogenesis (its2, roL4, rpL 13) which is essential for protein synthesis
and homeostasis. While 24-hour exposure to 0.5, 5, 50, and 500 pg/L BPS had no effect on
larval survival, almost all the studied genes were upregulated following a non-monotonic
dose-response curve. Genes with the greatest increases in transcriptional activity (fold
change relative to control) were EcR (3.8), ERR (2), E74 (2.4), cyp18al (2.5), hsp70(1.7),
hsp40 (2.5), cyp4g (6.4), GPx(1.8), and GST (2.1), while others including Vtg, GAPDH, and
selected ribosomal genes remained stable. We also measured the transcriptional activity of
these genes 24 hours after BPS withdrawal and a general downregulation compared to con-
trols was observed, though not significant in most cases. Our findings showed that BPS
exposure altered the transcriptional profile of these genes, which may have consequences
for the hormone system and several metabolic pathways. Although further research is
needed to elucidate its mode of action, these results raise new concerns about the safety of
BPA alternatives.

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0193387  February 21,2018
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Abstract Benzophenone-3 (BP3) and 4-methylbenzylidene
camphor (4MBC) are common ultraviolet filters (UV filters),
compounds considered as emergent contaminants, used in dif-
ferent products like plastics and personal care products. The
levels of these compounds are rising in the wild, but the effects
they have on invertebrates are poorly understood. Chironomus
riparius is a benthic insect widely used in toxicology, and
several studies have been previously performed in our labora-
tory to determine the effects these compounds have on this
organism at the molecular level. We have shown that UV
filters can alter the mRNA levels of heat shock protein 70
(Hsp70), one of the most studied heat shock proteins.
Although these proteins are crucial for the survival of organ-
isms, little data is available on the effects these emergent con-
taminants have on them, especially in invertebrates. Here, we
analyzed the transcriptional activity of 12 genes covering the
different groups of heat shock protein [Hsp 10, Hsp17, Hsp21,
Hsp22, Hsp23, Hsp24, Hsp27, Hsp34, Hsp40, Hsp60, Hsc70
(3), and Hsc70 (4)] in response to 0.1 and 1 mg/L concentra-
tions of BP3 and 4MBC at 8 and 24 h. The results showed that
some small Hsp (sHsp) genes were altered by these com-
pounds, while the genes of proteins present in mitochondria,
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Hsp10 and Hsp60, did not change. sHsps are also involved in
developmental processes, so the observed variations could be
due to the endocrine disruption activity described for these
compounds rather than to a stress response.

Keywords Ultraviolet filters - Chironomus riparius - Stress
response - Small heat shock proteins

Introduction

Water pollution is one of the main concerns that the
environment faces today. A great diversity of compounds
reaches streams, lakes, and sea without clear knowledge
of their effects on biota, especially invertebrates. Among
these compounds are ultraviolet (UV) filters, substances
used to prevent damage produced by UV radiation in a
wide variety of industrial and personal care products.
They are regulated and must be declared in cosmetics,
but they remain essentially unidentified in technical
products (Regulation (EC) No. 1223/2009). They have
been detected in aquatic environmental samples
(Brausch and Rand 2011; Fent et al. 2010; Grabicova
et al. 2013; Sanchez-Quiles and Tovar-Sanchez 2015;
Tarazona et al. 2010), tap water, and treated sewage
sludge (Diaz-Cruz et al. 2012; Gago-Ferrero et al.
2011). Because of their high lipophilicity, UV filters
bioaccumulate in aquatic organisms (Gago-Ferrero et al.
2012, 2015) being detected in biota like marine mam-
mals, fishes, birds, and macroinvertebrates (Balmer
et al. 2005; Buser et al. 2006; Calafat et al. 2008;
Gago-Ferrero et al. 2013; Sieratowicz et al. 2011). In
humans, they have been detected in urine and blood
samples (Zhang et al. 2013), indicating that they are also a
risk for human health. 4-Methylbenzylidene camphor
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Organic ultraviolet (UV) filters are emerging contaminants that are ubiquitous in fresh and marine
aquatic systems due to their extensive use in cosmetics, plastics, paints, textiles, and many other in-
dustrial products. The estrogenic effects of organic UV filters have been long demonstrated in verte-
brates, and other hormonal activities may be altered, according to more recent reports. The impact of UV
filters on the endocrine system of invertebrates is largely unknown. We have previously reported that
some UV filters may affect ecdysone-related genes in the aquatic insect Chironomus riparius, an eco-
toxicologically important model organism. To further analyze other possible effects on endocrine
pathways, we first characterized four pivotal genes related with hormonal pathways in insects; there-
Hormonal receptor 38 after, these genes were assessed for alterations in transcriptional activity after exposure to 4-
Methoprene-tolerant methylbenzylidene camphor (4MBC) or benzophenone-3 (BP-3), two extensively used sunscreens. We
MAPR found that both chemicals disturbed the expression of all four genes analyzed: hormonal receptor 38
Insulin-like receptor (HR38), methoprene-tolerant (Met), membrane-associate progesterone receptor (MAPR) and insulin-like
receptor (INSR), measured by changes in mRNA levels by real-time PCR. An upregulatory effect at the
genomic level was detected in different developmental stages. Interestingly, embryos appeared to be
more sensitive to the action of the UV filters than larvae. Our results suggest that the risk of disruption
through different endocrine routes is not negligible, considering the significant effects of UV filters on
key hormonal receptor and regulatory genes. Further effort is needed to develop environmental risk
assessment studies on these pollutants, particularly for aquatic invertebrate model organisms.

© 2016 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Keywords:
UV-filters

1. Introduction known contaminants. UV filters have been detected in ubiquitous
water samples and biota at concentrations that may have a potential
negative impact on the environment (Brausch and Rand, 2011; Diaz-

Cruz and Barceld, 2009; Ramos et al.,, 2015; Sanchez-Quiles and

UV (ultraviolet) filters are commonly used as additives in plastics,
textiles, food packaging, and personal care products to prevent

damage caused by UV radiation. In recent decades, the production of
cosmetics with UV filters has increased due their ability to protect
human health. There is a wide range of compounds with UV filtering
properties. The most frequently used are organic chemicals, such as
benzophenones, camphors, and cinnamates (Manova et al., 2013;
Rastogi, 2002; Sambandan and Ratner, 2011). Due to the growing
use of cosmetics with sunscreen agents in recreational waters, high
concentrations of UV filters are released into the ecosystem, and
their levels in aquatic ecosystems are similar to those of other well-
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Tovar-Sanchez, 2015; Tsui et al., 2014).

Ecological risk assessment and environmental occurrence have
been investigated in different aquatic habitats. Two of the most
common UV filters are 4-methylbenzylidene camphor (4MBC) and
benzophenone-3 (BP-3), which have been found in natural waters
(lake water, river groundwater, and sea water), sediments, and even
in tap water (Kim and Choi, 2014; Ramos et al., 2015). BP-3 has been
detected in concentrations up to 125 ng/L and 993 ng/L in lakes and
rivers, respectively. 4MBC has been found in concentrations
ranging from 82 to 700 ng/L in lakes and rivers (Poiger et al., 2004;
Roman et al., 2011). High concentrations of these compounds have
also been reported on Spanish beaches, up to 3316.7 and 1043.4 ng/
L for BP-3 and 4MBC, respectively (Sanchez Rodriguez et al., 2015;
Tarazona et al., 2010; Tovar-Sanchez et al., 2013).
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