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RESUMEN

La cipermetrina es un insecticida sintético que tiene como principal mecanismo de accién el
sistema nervioso, en anfibios y peces provoca efectos neurotdxicos, retraso en el crecimiento
y alteraciones en el desplazamiento. Realizar investigaciones del uso cotidiano de los
plaguicidas es de amplia importancia, ya que nos permite conocer las afectaciones a nivel
ecoldgico y fisioldgico a la que se someten hoy en dia diversos grupos animales; debido a la
exposiciéon quimica directa o en alimentos. El presente estudio evalud los efectos y las
respuestas fisioldgicas de la ingesta del piretroide cipermetrina a diferente dosis en hembras
de codorniz japonesa (Coturnix coturnix japonica) asi como en el desarrollo de sus
embriones. Se utilizaron 20 hembras ponedoras de codorniz japonesa entre 2-8 meses de
edad. Las aves se dividieron en cuatro grupos experimentales de 5 ejemplares cada uno, a los
cuales se les administro una dosis Unica, via traqueal del piretroide cipermetrina. Las dosis
fueron: dosis 1 (0.15 g/kg), dosis 2 (0.3 g/kg), dosis 3(0.6 g/kg) y dosis 0 (Control). Por cada
dosis se propuso colectar 8 huevos fértiles de cada hembra, en un lapso de catorce dias y
posteriormente agrupar 2 huevos respecto al dia de incubacién-diseccién: 5 dias, 10 dias, 15
dias y eclosion. Demostrandose con un total de 116 huevos fértiles de 145, que la ingesta
materna de cipermetrina provocé alteraciones en el desarrollo embrionario. La variable de
pérdida de peso del huevo en el dia 5 de incubacién influyé colateralmente en la variacion
del peso de cascarén y un subdesarrollo equivalente a estadios tempranos HH de acuerdo a
los establecidos por Ainsworth et al. (2010), a partir de la dosis 1 y 3 de cipermetrina.
Mientras que, el peso del vitelo fue inferior en el dia 15 de incubacidn tras la dosis 2 de
cipermetrina. La ingesta materna de 0.6 g/kg de cipermetrina provoca la ausencia de eclosion
y subdesarrollo de estadios HH, asi como las dosis 0.15 g/kg y 0.6 g/kg causan
deformaciones en el embridn.

La mortalidad y diferencia de peso de las hembras, el indice de puesta, fertilidad,
pigmentacion e indice de forma de los huevos, mortalidad embrionaria, variacion del peso de
los embriones y membrana corioalantoidea, pesos de ejemplares eclosionados e indices de
crecimiento; no mostraron valores significativos respecto al dia de incubacién o tratamiento

del insecticida. Finalmente, se infiere una posible ventana critica del desarrollo de los



embriones en el dia 5 de incubacién tras los efectos de la dosis 1 y 3 de cipermetrina; asi

como en ejemplares eclosionados con la dosis 3 de cipermetrina
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I. INTRODUCCION

Debido a las pérdidas economicas que sufre el sector agricola, por plagas en los
cultivos. Ha sido necesario emplear herramientas, como fertilizantes y plaguicidas, para
asegurar una constante produccién alimenticia mundial.

Los plaguicidas se definen como sustancias o conjunto de quimicos para controlar o evitar
una plaga (Garcia & Rodriguez, 2012; Ortiz et al., 2013). Se pueden clasificar en cuanto a su
accion preferente, es decir, sobre el agente bioldgico que controlan. De acuerdo con su
toxicidad basada en la DLsq (dosis letal para el 50% de la poblacién) se agrupan en nocivos,
toxicos y muy toéxicos. Por composicion quimica, se dividen en: organoclorados,
organofosforados, carbamatos, piretroides, bipiridilos, clorofenoxiacidos, cloro, nitrofenoles
y organomercuriales (Avivar et al., 2003).

Hoy en dia, el uso de los insecticidas en nuestra sociedad se ha extendido desde actividades
agricolas hasta el hogar; siendo la agricultura la de mayor importancia y misma que en
Meéxico ha optado por utilizar una cantidad mayor a la recomendada de estas sustancias
(Choudhary et al., 2018; C. Garcia & Rodriguez, 2012; Veldzquez, 2019). Dentro del grupo
de los piretroides, la cipermetrina es un insecticida sintético que tiene como principal
mecanismo de accion el sistema nervioso de los artrépodos. Se ha observado que en anuros
causa efectos neurotoxicos, retraso en el crecimiento y alteraciones en el desplazamiento
(Triana et al., 2017). Este pesticida también afecta a los peces y anfibios de manera
importante, seguido por las aves y los mamiferos a escala menor (Avivar et al., 2003; OMS,
1989; Triana et al., 2017).

El efecto de los pesticidas en el grupo de las aves, ha provocado pérdidas de poblaciones en
diversas especies (Carson, 2017; Devine et al., 2008). Los mecanismos de afectacién pueden
ser directos o indirectos. De manera indirecta, la desapariciéon de los organismos que
componen su dieta y alteraciones que influyen en la eleccion de nido; de manera directa, la
contaminacién de su alimento (presas, semillas y frutos). Provocando bioacumulacion,
magnificacion asi como alta mortalidad (Badii et al., 2006; Fernandéz & Cabezuelo, 1993;
Mansilla, 2017; Walker, 2003).

La alta sensibilidad toxicolégica de las aves en su hdabitat nos permite utilizarlas como

referente ante perturbaciones ambientales (Navarro et al., 2014). Dentro del grupo de las



aves, las gallindceas han sido utilizadas en distintas 4reas de la ciencia por su versatilidad,
abundancia y fécil manejo. Convirtiéndose en organismos modelo para estudios de campo y
laboratorio (Badii et al., 2006; Navarro et al., 2014). En el caso de la codorniz japonesa, este
proyecto evaluard las respuestas fisiolgicas del ave a exposiciones directas de pesticida.
Algunos estudios, han establecido una baja toxicidad de esta sustancia en su forma pura para
la especie, pero sin tomar en cuenta la forma comercial y sus coadyuvantes.

La presente investigacion pretende conocer los efectos de la forma comercial del piretroide
cipermetrina en la reproduccién, mortalidad y desarrollo embrionario de los individuos.
Esperando sirva como referencia para crear futuros manuales especificos del uso de
piretroides en la agricultura; asi como evaluar el dafio colateral que se estd ocasionando a

especies de aves y otros grupos animales.

II. ANTECEDENTES

2.1. Plaguicidas en el mundo y México

Los plaguicidas o pesticidas se definen como sustancias o conjunto de quimicos
para controlar, destruir o evitar una plaga (Mansilla, 2017; Ortiz et al., 2013). Las plagas
involucran todas aquellas poblaciones de especies animales, vegetales o microrganismos que
ejercen un dafio; ya sea a la produccién agricola, ser agentes patogénicos, etc. Aunque
debido a diversos criterios, definir plaguicida y plaga es ambiguo (Bedmar, 2011; Ortiz et al.,
2013); ya que cada organizacion tiene diferentes rubros de lo que es dafiino, acorde a su
beneficio y percepcion.

El uso de los plaguicidas naturales en el mundo comenzé empleando flores y elementos
quimicos, como arsénico, cobre, plomo, manganeso, zinc o azufre. Posteriormente, con la
revolucion industrial surgen productos derivados del petréleo y es en 1920, cuando
comienzan las sustancias sintéticas de nitrogeno gaseoso en Estados Unidos. Teniendo su
auge y aprovechamiento tras la segunda guerra mundial, con los primeros plaguicidas
organoclorados (Bedmar, 2011; Carson, 2017; Isern, 2002; Lépez, 2015).

La agricultura es la creacién de sistemas culturales que interaccionan con la dindmica y
modificacién de la naturaleza. Empleando herramientas como fertilizantes, plaguicidas e
ingenieria genética; estas ultimas caracteristicas de la agricultura moderna (Ferraro &

Rositano; Wolansky, 2011).



En México, el aumento de la produccién agricola y requerimiento de plaguicidas en los
cultivos surge con el movimiento de la Revolucién verde de los afios 407s, en donde se
prioriza la seleccion genética y aprovechamiento a gran escala de monocultivos (Ldpez,
2015). Posteriormente, el registro de los plaguicidas en nuestro pais se da tras la politica de
Miguel de la Madrid, en el Acuerdo General de Aranceles y Comercio (GATT) de 1986 asi
como en el Tratado de Libre Comercio de América del Norte (TLCAN) en 1992 (Bejarano et
al., 2017). Siendo la exportacién hoy en dia de: frutos, cereales, leguminosas, hortalizas y
oleaginosas; a Estados Unidos, Guatemala, Canadd, Colombia y Venezuela (Bejarano et al.,
2017; Garcia & Rodriguez, 2012).

Se calcula que alrededor del 65% del consumo de plaguicidas en México, son para uso
agricola (Danzos, 2007; Garza & Cervantes, 2015) y principalmente con accién fungicida,
bactericida, insecticida y herbicida(Bejarano et al., 2017; Zepeda, 2018). Los estados con
mayor uso de estas sustancias, asi como padecimiento de intoxicaciones por estos mismos
son: Colima, Nayarit, Guerrero, Chiapas, Sinaloa, Morelos, Jalisco, Estado de México,
Michoacéan, Veracruz, Puebla, Guanajuato, Sonora, Baja California, Tamaulipas, Tabasco y
Oaxaca (Garcia et al., 2018; Pérez et al., 2013).

Actualmente, debido a la agricultura intensiva asi como la falta de estudios detallados y de
la regularizacion por parte de las autoridades; se desconocen las cifras exactas de cantidades
empleadas de plaguicidas y los efectos toxicos que se estdn generando (Danzos, 2007;
Devine et al., 2008; Ortiz et al., 2014).

La regularizacion y registro de plaguicidas en nuestro pais se efectua a través de la Comision
Federal para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS), Secretaria de Medio
Ambiente y Recursos Naturales (SEMARNAT) y la Secretaria de Agricultura y Desarrollo
rural (SADER). Se estima que de los 3, 140 registros existentes y autorizados, mds de la
mitad pertenecen a plaguicidas altamente peligrosos y con vigencia indeterminada.
Destaciandose 65 prohibidos por la OMS y 183 ingredientes activos que poseen efectos
cancerigenos, reproductivos, perturbadores endocrinos y/o mutagénicos. Asi como los que
representan mds de la mitad del nimero méaximo permitido de ingredientes activos altamente
peligrosos; acorde los lineamientos establecidos en los convenios ambientales (Protocolo de
Montreél, Convenio Rétterdam y Estocolmo) (Bejarano et al., 2017; Garcia & Rodriguez,

2012; Yarto et al., n.d.).



Las asociaciones que principalmente dominan la industria/adquisiciéon de registros de
plaguicidas altamente peligrosos autorizados en México y el mundo son: Proteccion de
Cultivos, Ciencia y Tecnologia A.C (PROCCYT), con 51 empresas transnacionales como
Syngenta, Bayer, Monsanto, Dow-Dupont, BASF y Agrio Bio-México; la Unién Mexicana
de Fabricantes y Formuladores de Agroquimicos A.C. (UMFFAAC), con 3lempresas
asociadas y proveniente de AgroCare Lationamerica-International. Agregando empresas
internacionales, como FMC Agroquimica de México, Dow AgroSciences, BASF; y
nacionales, que involucran a Velsimex, Agricultura Nacional, Agroquimicos Versa,
Agricultura Nacional de Jalisco, Agroquimica Tridente, Quimica Lucava, Agromundo y

Sifatec (Ibidem).

2.2. Clasificacion de los plaguicidas

Los plaguicidas pueden clasificarse de acuerdo con su actividad bioldgica,

naturaleza quimica, toxicidad, mecanismo de accion, persistencia, concentracion, dafio y uso.



ASIFICACION DE LOS PLAGUICIDAS

Fungicida: Hongos.
Antibiético: Bacterias, hongos.
Herbicida: Hierbas, defoliantes y
arboricidas.

Insecticida: Artrépodos.
Nematicida: Nematodos.
Molusquicida: Moluscos.
Rodenticida: Roedores

Organicos: Compuestos que contienen atomos de carbono
en su estructura quimica

Organoclorados: Compuesto con esqueleto de atomos
de carbono en el cual hay reemplazo de algunos &tomos
de hidrégeno por cloro. Altamente contaminante y
cancerigeno.

Organofosforados: Compuestos que posee Uno o varios
atomos de fosforo en su estructura molecular, asi como
50N Menos agresivos en cuanto acumulacion.
Carbamatos: Sustancias que provienen del acido
carbamico. Sus moléculas son fotodegradables, y
liposolubles.

Piretroides: Sustancias que poseen una molécula piretro.

Inorganicos: Compuestos gue carecen de 4tomo de carbono
en su estructura quimica.

» Derivados cloro

* Derivados de azufre

* Derivados de zinc

« Derivados de aluminio

Bioldgicos: Formulados a partir de microorganismos.
* Hongos
* Bacterias
s \irus

Extremadamente téxicos: Riesgos graves, agudos, .

crénicos o muerte.

+ Altamente téxicos: Riesgos graves, agudos o cronicos.

+ Moderadamente téxicos: Riesgo de gravedad B
limitada.

+ Ligeramente téxicos: Pocos riesgos. &

Crénico: Exposiciones bajas a largo plazo.
Agudo: Exposiciones altas en corto tiempo.

Contacto: Absorcidn por tejidos externos del
arganismo.

Ingestién o estomacal: Son ingeridos por la plaga.
Sistémicos: Se absorben y movilizan por el sistema
vascular.

Fumigantes: Gases o vapores gue penetran todas las
vias de absorcion.

Repelentes: Impiden el ataque de plagas.
Defoliantes: Provoca caida de follaje en plantas.

Ligeramente persistentes: Menos de 4 semanas.
Poco persistentes: 4-26 semanas.
Medianamente persistentes: 27-52 semanas.
Altamente permanentes: 1- 20 afios.
Permanentes: Mas de 20 afios.

Industrial
Doméstico
Jardineria
Pecuario
Urbano
Agricola
Forestal

LI ST T S )

Técnico: Sustancia que contiene la maxima
concentracion de ingredlente activo.

Formulado: Mezcla de uno o varios plaguicidas con
ingredientes inertes.




2.3. Piretroides

De acuerdo a la subdivisién de los plaguicidas organicos, el grupo de los piretroides
incluye a aquellas sustancias quimicas que poseen una molécula piretro en su estructura
molecular y que a diferencias de los demds grupos tiene mayor estabilidad a la luz, calor y
degradacion (Ortiz et al., 2013).

La comprension y surgimiento de los piretroides comienza a mitades del siglo XIX, con el
uso del polvo persa para combatir piojos. El piretro natural se obtiene de las cabezas del
crisantemo (Crysanthemum cinerariaefolium), especie distribuida en Kenya, Céaucaso, Irédn,
Japon, Ecuador y Nueva Guinea. Sus propiedades insecticidas se atribuyen a la mezcla de
piretrinas, cinerinas, y jasmolinas (Curillo, 2015; Masuh, 1998).

Los piretroides sintéticos surgen debido a la sintesis de piretrinas naturales, acidos
crisantémicos y ciclopentenolas. Clasificindose en Tipo 1, a aquellos que producen el
“Sindrome T” (temblor) e incluyen a la piretrina, aletrina, tetrametrina, kadetrina, resmetrina,
fenotrina y permetrina. Mientras que el tipo 2, abarca a todos aquellos que producen un
“Sindrome C-S” (Coreoatetosis-Salivacion) y pertenecen la cipermetrina, fenpropatrin,
deltametrina, cifenotrina, fenvalerato y fluvalinato (Avivar et al., 2003; Centro de

Informacion Toxicoldgica de Veracruz, 2014; Koga & Ruiz, n.d.).

2.3.1. Cipermetrina

De acuerdo a sus propiedades quimicas (ver Anexo), la cipermetrina es un
insecticida perteneciente al grupo de los piretroides orgéanicos sintéticos de segunda
generacion (Isern, 2002). Su accién quimica enfoca principalmente el grupo de los insectos,
con el fin de atacar plagas agricolas, de cria de animales y salud publica.

Se sintetiz6 por primera vez en 1974 y en 1977 se comercializd hasta alcanzar su
reconocimiento y eficacia mundial en 1982, tras la demanda que exigian los cultivos de
algodon (OMS, 1989; Triana et al., 2017). Es utilizado en emulsién o aspersién, polvos

humectables y combinaciones de diversos plaguicidas.



2.3.1.1. Toxicocinética y toxicodinamica

La absorcién de los piretroides, induce una hidrolisis por esterasas hepaticas hasta
ser eliminados por la orina (Centro de Informacién Toxicoldgica de Veracruz, 2014; Majeed
et al., 2012; OMS, 1989). La duracién de la cipermetrina en la sangre es aproximadamente
de 10 horas, mientras que en la orina de 12-36 horas (Bonne et al., 2003).
Biotransformandose prioritariamente en el higado e intestino (Edwards et al., 1987).

La principal reaccién metabdlica que ejerce la cipermetrina en algunas especies mamiferas
(perro, rata y ratén); comienza con el desdoblamiento del enlace de ésteres, una hidroxilacién
y conjugacion del ciclopropano, asi como de fenoxibencil (OMS, 1989).

El efecto neurotéxico en vertebrados se inicia en las células nerviosas excitables, con la
interferencia en el mecanismo de transporte i6nico (Na+ y K+) en la membrana de los
axones, asi como el bloqueo de las vias inhibitorias a través del calcio-magnesio-ATPasa y
canales de cloro del receptor GABA. Que a su vez ocasionan una hiper-excitacién, bloqueo
de impulso eléctrico y pardlisis (Centro de Informacién Toxicolégica de Veracruz, 2014;

Curillo, 2015; Mohammadi et al., 2019; Walker, 2003).

2.3.1.2. Degradacion

La ruta de degradacion en suelos comienza con el desdoblamiento de los ésteres y
presencia de productos con ciclopropano, asi como fenoxibencil. Con una vida en el suelo
de méximo cuatro semanas, en donde los productos de desintegracién son fijados en forma

de glucésidos a las plantas (OMS, 1989).

2.3.1.3. Efectos toxicos

La exposicion quimica a la que se someten hoy en dia diversos grupos animales,
respecto al uso de plaguicidas, puede provocar afectaciones a nivel ecoldgico y fisioldgico
del ejemplar. Dosis altas de cipermetrina, desencadenan efectos en la microflora del suelo; y
niveles bajos de cipermetrina, pueden filtrarse al agua superficial asi como ocasionar efectos

sobre insectos que respiren en la superficie (Moreno et al., 2012; OMS, 1989).



Estudios en anfibios, reportan que la cipermetrina provoca alteraciones y afectaciones en el
desarrollo embrionario, sistema nervioso, movilidad, intestino, crecimiento, sistema inmune,
deformidades en partes del cuerpo y supervivencia (Agostini, 2013; Triana et al., 2017).
Mientras que en abejas meliferas y peces, hay alta sensibilidad y absorcién bajo
condiciones de derrame o sobre- aspersion del insecticida (Moreno et al., 2012; OMS, 1989;
Ruiz & Koga, n.d.; Yilmaz et al., 2004).

Los plaguicidas son contaminantes emergentes, es decir, compuestos quimicos que impactan
en el medio ambiente y son invisibles (Sanchez, 2018). En México, la cipermetrina se
encuentra entre los 183 registros autorizados de activos altamente peligrosos(Bejarano et al.,
2017; Ortiz et al., 2013) y es por eso que son pocos los estudios que evalian los efectos
toxicos de dicha sustancia a nivel de suelo, hombre, aire, flora, animales, mantos freaticos,

aguas continentales y costeras en nuestro pais.

2.4. Aves y plaguicidas

Los efectos que ejercen los plaguicidas en las aves se pueden clasificar en directos,
que incluyen la mortalidad del ejemplar por toxicidad aguda-crénica y efectos en
reproduccidn; e indirectos, que implica reduccion de alimento para las aves-presas, alteracion
de hébitat, menor estado de salud y éxito reproductor (Carson, 2017; Fernandéz &
Cabezuelo, 1993; Kaur et al., 2018; Lopez, 2015; Walker, 2003), ocasionando declives
poblacionales.

La reducciéon de abundancia de invertebrados y especies que son alimento de las aves
granivoras e insectivoras, se debe principalmente al uso de plaguicidas de tipo herbicida,
insecticida y fungicida. Afectando el proceso de crianza, estado de salud asi como el gasto
energético de los individuos adultos por la obtencién de alimento (Carson, 2017; Lépez,
2015; Pascual & Peris, 1992).

La diversidad de aves en México a escala mundial representa cerca de un 11%, colocandolo
como el onceavo lugar avifaunistico entre los paises megadiversos del mundo y
representando al cuarto lugar respecto a especies endémicas (Navarro et al., 2014). El Estado
de México posee el onceavo lugar respecto al nimero de aves e involucra un 18% de

especies endémicas del total a nivel nacional (Ceballos et al., 2009). Por lo que es



fundamental estudiar los elementos que pudieran afectar las condiciones ecoldgicas de las

aves.

2.5. Aves como grupo modelo

Las gallindceas y especies de aves como el pato, han sido empleadas como modelo
de estudio tanto del desarrollo embrionario, virologia, aspectos ontogénicos y teratogénicos
asi como diversas dreas biomédicas (Badii et al., 2006; Davey & Tickle, 2007; Navarro et al.,
2014; Rodriguez et al., 2014).

Dentro de la biologia del desarrollo, la teratologia se encarga de estudiar las anomalias del
desarrollo ocasionadas por factores ambientales. El conocimiento acerca de estas anomalias
nos permite detectar riesgos para poblaciones humanas y de animales silvestres (Gilbert,
2005).

La morfologia era vista como descripcion de estructuras observadas, sin embargo, hoy en dia
los andlisis estadisticos de variables cuantitativas nos permiten realizar comparaciones
directas para poder observar efectos experimentales. La morfometria es el estudio de la
covariaciéon de la forma con factores subyacentes (Nakane & Tsudzuki, 1999; Toro et al.,
2010). Permitiéndonos analizar los cambios en los embriones sometidos a pruebas
teratologicas y evaluar efectos a nivel esquelético-morfolégico a través de la técnica de

andlisis de imégenes.

2.5.1. Especie de estudio

La codorniz japonesa (Coturnix coturnix japonica), pertenece al orden Galliformes
y familia Phasianidae (Paredes, 2016). Es una especie domesticada en China y
posteriormente importada a Japon a principios del siglo XI -XII, conocida y popularizada por
su carne, asi como su produccion de huevo hasta el siglo XX (Valle et al., 2015)
La primera vez que se utiliz6 como modelo de investigacién fue en 1960 por Padgett y Ivey,
empledndose desde dicha ocasién por su pequeiio tamaio y reducido tiempo de incubacién
(Ainsworth et al., 2010). Actualmente, la especie se encuentra en categoria de menor riesgo
de acuerdo a la lista roja (IUCN, 2018); su dieta incorpora principalmente semillas, cereales
e invertebrados y tolera una temperatura entre 18°-24°C con humedad relativa entre 60-75°C

(Ortega, 2011; Paredes, 2016; Vasquez & Ballesteros, 2007).



El dimorfismo sexual estd presente con el tamafio més grande de la hembra, el canto de los
machos y la diferenciacion del color del plumaje del pecho; siendo de un color rojizo/
marrén claro para los machos y en las hembras pequefios destellos blancos, asi como plumas
marrones claro, moteadas con manchas obscuras. Ademds de la diferente pigmentacién en la
barbilla, base de pico y distincién de las glandulas cloacales (Navarrete, 2012; Vasquez &
Ballesteros, 2007; Vilchis, 2008).

Su madurez sexual es alcanzada aproximadamente en 45 dias, destacdndose la ganancia de
peso entre 110-170 g y el inicio de postura de las hembras con 1 o 2 huevos diarios

(Lembcke et al., 2001; Navarrete, 2012).

2.5.1.1. Formacion y caracteristicas del huevo

La reproduccién involucra la formacion del huevo. Este surge de la ovulacién y
fecundacién interna a través de la unién de cloacas masculinas/femeninas, asi como la puesta
de la hembra (Valle et al., 2015).

El aparato reproductor de la hembra estd formado por ovario, oviducto y cloaca. La
ovulacion, empieza desde el surgimiento de la yema a través de los 6vulos con membrana
folicular y después la ruptura de esta con la yema de mayor tamano, dirigiéndose al
infundibulo (primera parte del oviducto) para posiblemente ser fecundada (Valle et al.,
2015).

La segunda parte del oviducto, denominada istmo, se encarga de formar las membranas de la
céscara para que en el ttero se calcifique el huevo. Posteriormente en la pseudovagina, el
huevo gira y se pigmenta en las gldndulas pigmentarias; ocurriendo la ovoposicién por la
cloaca (Navarrete, 2012).

El desarrollo embrionario del huevo de codorniz consiste en 16.5 dias (Ainsworth et al.,
2010) y esta relacionado con la alimentacién de los progenitores, estado 6ptimo de salud y
situacion de confort ambiental. Su forma es ovoide y con manchas marrones, intervalos
blancos o amarillentos, aproximadamente con un peso de 10-12 gr (Lembcke et al., 2001;

Navarrete, 2012; Uztariz, 2005; Valle et al., 2015; Vasquez & Ballesteros, 2007).

Como estructura del huevo encontramos (Navarrete, 2012; Valle et al., 2015):
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Céascara. — Limitada externamente por la cuticula e internamente por las membranas
ovulares, presenta una capa externa esponjosa y una interna denominada mamilar. Estd
compuesta principalmente por carbonato de calcio y su funcién es permitir el intercambio
£aseonso.

Cuticula. - Barrera que impide el paso de contaminacién, regula la humedad y perdida de
agua mediante la pelicula lipoidea que recubre al huevo.

Camara de aire o membranas ovulares. Estin debajo de la cdscara y cuando se separan
forman la cdmara de aire que se encarga de permitir la evaporacién y absorcidn; ya que
aumenta de tamafio conforme crece el embrion.

Vitelo o yema: Surge del ovario y es el material que brinda nutricién al embrion.

Albumina o clara: Proviene del oviducto, constituye a las chalazas y permite la posicién

correcta del vitelo, asi como amortigua el movimiento del huevo.

IIL. JUSTIFICACION

Las aves son un componente importante de los ecosistemas, estas pueden ser
consumidoras de alimentos, dispersoras de semillas, presas, polinizadoras, asi como forman
parte de la diversidad de especies animales que poseemos en el mundo. En la sociedad,
tienen importancia a nivel econdmico que abarca desde la produccién para el consumo, hasta
cuestiones de ornamento, mascotas, uso indumentario y ritual. Por estas razones, es
importante realizar estudios acerca de las respuestas fisioldgicas que estdn presentando las
aves expuestas a plaguicidas y asi poder desarrollar especificos métodos de manejo u
alternativas verdes que permitan mitigar los dafios.

El estudio de los efectos de los plaguicidas en un modelo aviar, nos permitird inferir el
impacto de estas sustancias en poblaciones silvestres de aves, asi como otros vertebrados.
Esperando dicha investigacion sirva como referencia para justificar los efectos negativos que
generan los insecticidas en la supervivencia de las aves y la vulnerabilidad a la que estdn
sometiéndose diversas especies endémicas del Estado de México y nuestro pais. Enfatizando
la necesidad de utilizar herramientas amigables con el ambiente, asi como la regularizacién y
correcta capacitacion al utilizar sustancias quimicas en cultivos agricolas; para el beneficio

de la fauna, flora, economia agricola y la sociedad consumidora.
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IV. OBJETIVOS
4.1. General

Comparar y determinar los efectos de la ingesta aguda, a diferentes dosis de la
féormula comercial del piretroide cipermetrina en hembras de codorniz japonesa (Coturnix

coturnix japonica) asi como en el desarrollo de sus embriones.

4.2. Especificos

= Evaluar la tasa de mortalidad de hembras y sus embriones, tras la ingesta materna de
cipermetrina a diferente dosis.

= Conocer la diferencia de peso en hembras, antes y después de la ingesta de
cipermetrina a diferente dosis.

= Comparar la tasa de puesta de huevos, indice de forma, fertilidad y eclosién de estos;
tras la ingesta materna de cipermetrina a diferente dosis.

= Equiparar la pérdida de peso del huevo en los dias 5, 10 y 15 de incubacion,
productos de la ingesta materna de cipermetrina a diferente dosis.

= Analizar el peso del cascarén, membrana corioalantoidea, vitelo y del embrién en los
dias 5, 10 y 15 de incubacién, productos de la ingesta materna de cipermetrina a
diferente dosis.

= Comparar el desarrollo embrionario con los estadios HH para C.c.japonica, productos
de la ingesta materna de cipermetrina a diferente dosis.

= Determinar si existen malformaciones en los dias 5, 10 y 15 de incubacién, asi como
eclosionados, productos de la ingesta materna de cipermetrina a diferente dosis.

= Conocer el tiempo de eclosién y peso de los ejemplares nacidos, productos de la
ingesta materna de cipermetrina a diferente dosis.

= Interpretar las medidas morfolégicas de indice de crecimiento (longitud nuca-pico,
longitud tibio-tarsal, longitud de pico) en embriones de 10, 15 dias de incubacién y
ejemplares eclosionados; productos de la ingesta materna de cipermetrina a diferente

dosis.
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V. HIPOTESIS

La ingesta materna de la férmula comercial de cipermetrina afectara la
supervivencia de las hembras y embriones de Coturnix corturnix japonica, asi como los

pardmetros morfoldgicos del desarrollo embrionario.

VI. METODOLOGIA

6.1. Area de experimentacion

El presente trabajo de investigacion se realizd en el periodo septiembre 2018-
diciembre 2019, en el laboratorio de Ecofisiologia animal de la Facultad de Ciencias de la
Universidad Auténoma del Estado de México; ubicado a una latitud de 19° 24” 36.1°" N,
longitud de -99° 41°19.9”” E y altitud de 2582 m (16 kPaPO2).

Acorde a los datos de la estacion climatolégica 15238, se registr6 en dicho tiempo una
temperatura media promedio de 15.8 °C- 12.4 °C, temperatura maxima promedio de 24.7°C -

25.4 °C y temperatura minima promedio de 6.3 °C-0.9° C (CONAGUA, n.d.).

6.2. Obtencion y cuidado de ejemplares

Para el desarrollo de este trabajo se emplearon hembras, machos y embriones del
ave Coturnix coturnix japonica.
Los ejemplares fueron adquiridos al mes de edad en veterinarias procedentes de Toluca y
luego criados en las instalaciones del Laboratorio de Ecofisiologia animal.
El cautiverio al que se sometieron los individuos fue bajo condiciones de temperatura,
ambiente, iluminacién del cuarto con focos incandescentes de luz blanca (100 Watts), cuarto
con paredes blancas y puerta ventilada, estancia en jaula vertical para codornices de 5
niveles, desparasitacion y anillamiento posterior a su ingreso, aseo diario de bebederos y
charolas de excremento, asi como agua y alimento (Codoreproductina, nutrimentos purina:
21% proteina) de libre acceso. En caso de agresividad de los ejemplares, se opté por emplear
ungiiento veterinario a heridas abiertas (La Tia 105 afios), gotas de ojos para heridas oculares
(Oftixina BS), manzanilla en alimento para disminuir agresion con el método de Tenorio et
al. (2017) y aislamiento en drea de recuperacion.
Como parte del enriquecimiento ambiental, se incluyeron ocasionalmente larvas de tenebrios

a su dieta.
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6.3. Disefo experimental

Empleando el muestreo no probabilistico por convencionalismo (Pintado, 2008), se
seleccionaron 20 hembras ponedoras y 6 machos reproductores maduros de codorniz
japonesa, en un rango de edad de 2-8 meses.

Las hembras ponedoras se agruparon, ocupdndose 5 ejemplares por cada grupo experimental.
La dosis de acuerdo con el grupo de dosificacion se identificé de la siguiente forma: dosis 1
(0.15 g/kg), dosis 2 (0.3 g/kg), dosis 3(0.6 g/kg) y dosis O (Control), propuestas a partir del
registro de dosis con efecto de mortalidad y toxicologia de (Edwards, Millburn, & Hutson,
1987).

Por cada dosis se propuso colectar 40 huevos, dando un total de 160 para conocer y evaluar
los efectos en el desarrollo embrionario tras la ingesta materna de cipermetrina a diferente
dosis. Los huevos fértiles de cada hembra, fueron obtenidos tras aislarse con un macho
reproductor maduro y saludable por 14 dias, con agua y comida ad libitum. Lapso en el que
los huevos se colectaron diariamente para incubar y asi mismo evaluar el peso y tasa de
mortalidad en las hembras, tasa de puesta de huevos, indice de fertilidad y calidad-longitud
de huevos.

En el proceso de colecta e incubacion de huevos, se pretendi6 obtener solo 8 huevos por cada
hembra y posteriormente ir agrupando 2 huevos respecto al dia de incubacion-diseccion: 5
dias, 10 dias, 15 dias y eclosiéon. Alcanzando un total de 10 huevos para cada dia de
incubacién y diseccidn, asi como los 40 huevos correspondientes respecto a la dosis (Ver

Fig.2).
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Fig. 2. Representacion del disefio experimental en el proceso de la obtencién y colecta de huevos, asi como el agrupamiento
de estos para incubar- diseccionar; respecto cada dosis. Identificando a las hembras Q y machos
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6.4. Ingesta de cipermetrina en hembras
6.4.1. Insecticida empleado ALFADEX ® CE 21.29

Es un insecticida concentrado emulsionable, de rdpida accién y con la capacidad de
eliminar plagas de algunas especies de mosca, mosquitos, arafias, alacranes, hormigas,
cucarachas y pulgas. Su version de 100 ml contiene 212.9 g/L. de cipermetrina ((+)-alfa-
ciano-3-fenoxibencil(+)-cis,trans-3-(2,2-diclorovinil)-2,2-dimetil-ciclopropanocarboxilato),

equivalente al 21.29 % y un 78.71% de emulsificantes con solventes (NOVARTIS, n.d.).

6.4.2. Administracion

En el presente estudio se establecieron 3 dosis de cipermetrina (0.15g/kg, 0.3 g/kg,
0.6 g/kg), propuestas a partir del registro de dosis con efecto de mortalidad y toxicologia de
(Edwards, Millburn, & Hutson, 1987).
Las disoluciones fueron preparadas con el insecticida ALFADEX ® CE 21.29 en su forma
comercial y agua destilada.
La administracién de la respectiva dosis Unica de cipermetrina en hembras ponedoras, se
realizé a través de sonda por via traqueal como se muestra en la Fig. 3. Aplicando 1 ml de
disolucion correspondiente por cada 200 g de peso del ejemplar y cerciorando la ingesta total
con enjuague extra de 0.5 ml de agua, método modificado de (Edwards, Millburn, & Hutson,

1987).

Fig. 3. Representacion de la ingesta del piretroide cipermetrina, en las hembras de codorniz. Realizdndose a través de la via
traqueal, mediante una sonda unida a llave de tres vias; en la que se conecta la dosis del piretroide cipermetrina y el agua
destilada para cerciorar ingesta.
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6.5. Incubacion

La incubacién de los huevos se realizé en incubadoras de unicel de aire forzado (Pro series
incubator model 4200-40w/120vac), con temperatura constante de 37.5 °C, humedad de
60% en la incubacion y 90% en dias cercanos a la eclosion (Valle et al., 2015).

Previo a su ingreso en la incubadora, los huevos fueron limpiados, se registrd su peso,
medidas de largo-ancho y se marcé la fecha del dia 0-eclosién. Organizdndolos respecto al

disefio experimental (ver Fig. 2).

6.6. Diseccion de huevos

Se diseccionaron los huevos en los dias 5, 10 y 15 de incubacidn, correspondientes a cada
dosis. Registrandose datos de peso del huevo, cascardn, vitelo, membrana corioalantoidea y
del embridn.

Las disecciones de los huevos de 5 y 10 dias de incubacion requirieron desconectar
inmediatamente la membrana corioalantoidea del embrion, mientras que los de 15 dias de
incubacidn se introdujeron los huevos en una cdmara de anestésico Isoflurano; para inducir la

muerte por via inhalatoria y realizar posteriormente la diseccion de los ejemplares.

Fig. 4. Huevos disectados en dia 5 (B), 10 (A) y 15 (C) de incubacidn, respecto a su dosis.

6.7. Muestra de sangre en ejemplares eclosionados

Los ejemplares con éxito de eclosion fueron anestesiados en cdmara de Isoflurano para
sacrificarlos mediante la técnica de puncion cardiaca y almacenar la sangre para futuras
investigaciones. Registrandose previamente, datos del tiempo de eclosion (dias), peso del

ejemplar y malformaciones presentes.
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6.8. Fijacion de embriones y ejemplares eclosionados

Una vez diseccionados los huevos en los dias 5, 10 y 15 de incubacién, asi como los
ejemplares eclosionados a los que se les obtuvo sangre; se procedid a la fijacion de las
muestras. Se empled formol al 10% para embriones de dias 5, 10 y 15 de incubacion,
mientras que, para ejemplares eclosionados y sacrificados previamente, se fijaron en alcohol

al 70%.

6.9. Fotografia de muestras

Las fotografias de muestras de embriones con 5 dias de incubacion, respecto a cada dosis, se
realizaron a través del microscopio estereoscopico AmScope SE305 con adaptador para
camara de celular BOBLOV®. Empleando cdmara de IPhone SE con bloqueo de AE/AF,
papel milimétrico y objetivo 10x.

Previamente, las muestras se sometieron a tincion de hematoxilina al 50% y se inmergieron
en una caja Petri con glicerina para fotografiarse.

Los ejemplares fijados de 10 y 15 dias de incubacién asi como eclosionados respecto a cada
dosis, fueron fotografiados modificando el método de Leung (2004). Utilizando una caja de
vidrio transparente, agua en reposo de un dia, camara de iPhone SE con bloqueo de AE/AF,
ldmparas de fibra dptica, terciopelo negro y papel milimétrico, como se representa en la

Fig.5.

18



Fig.5. Equipo y método empleado para la toma de fotografias en muestras de embriones con 5 dias de incubacion (A); 10,

15 dias de incubacidn, asi como ejemplares eclosionados (B), respecto a su dosis.

6.9.1. Analisis

Mediante las fotografias de embriones fijados en los dias 5, 10, 15 de incubacién y
ejemplares eclosionados, se identificaron malformaciones y estadios HH esperados (ver
Anexo) para C.c. japonica propuestos por Ainsworth et al. (2010).

Los estadios HH fueron propuestos por Hamburger & Hamilton (1993) para identificar las
etapas de desarrollo embrionario en Gallus gallus, esta guia descriptiva y visual permite
evaluar y comparar efectos durante el desarrollo. En C.c japonica estos estadios fueron
determinados por Ainsworth et al. (2010), pero por convenciéon general en gallindceas se
contindian denominando estadios HH.

Las fotografias de embriones con 10 y 15 dias de incubacién, asi como ejemplares
eclosionados se sometieron a andlisis de morfometria, empleando el programa Image J con
unidad de medida en milimetros (mm). Estableciéndose marcas para la mediciéon de indices

de crecimiento: Longitud nuca-pico, Longitud tibio-tarsal y Longitud de pico (Fig.6).
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Fig.6. Marcas establecidas para la medicién de indices de crecimiento en fotografias de Coturnix coturnix japonica con 10
dias de incubacién (A), 15 dias de incubacién (B) y ejemplares eclosionados (C). 1, Longitud nuca- pico; 2, Longitud tibio-
tarsal; 3, Longitud de pico.

6.10. Analisis estadistico

Las observaciones y datos recopilados se ordenaron en hojas de cdlculo .xlsx, para su
respectivo andlisis estadistico y obtencion de graficas en el programa SigmaPlot (version
12.0) asi como Past (version 4.09). En todas las grificas los datos se presentan como la
media + error estandar.
El peso en hembras, antes (0 dias) y después de la respectiva administracion de la dosis tunica
de cipermetrina (7 y 14 dias); se analiz6 con ANOVA de dos vias con medidas repetidas.
Posteriormente, para conocer la puesta de huevos de las hembras con las diferentes dosis se
aplic6 ANOVA de 1 factor.
La fertilidad y presencia de huevos sin pigmento, indice de forma (IF) de los huevos y
mortalidad de los embriones, de acuerdo a las diferentes dosis. Se analizaron empleando el
test de Kruskal-Wallis de una via para el andlisis de varianza en rangos, como prueba no
paramétrica. Utilizdndose la prueba post hoc de Tukey para el IF.
El indice de forma (IF) se obtuvo a partir de la divisiéon de medidas de ancho y largo de cada
huevo.
IF= ancho /largo

(Caballero y Bucade, n.d, como se cit6 en Torres, 2014).
Las variables dependientes como el peso de: cascarén, membrana corioalantoidea y del

embrion con 5 dias de incubacion, se analizaron empleando ANOVA de 1 via con prueba
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post hoc de Tukey para el peso del cascarén. Mientras que para el peso del vitelo se empled
el test de Kruskal-Wallis de una via para el andlisis de varianza en rangos.

El peso de la membrana corioalantoidea, y del cascar6n a los 10 dias de incubacidn, se
analiz6 con ANOVA de 1 via. Y el peso del embrion, asi como del vitelo con el test de
Kruskal-Wallis de 1 via. Ulteriormente, para los pesos de cascarébn y membrana
corioalantoidea en el dia 15 de incubacion, se empleo el test de Kruskal- Wallis. Asi como el
andlisis de ANOVA de 1 factor y prueba post hoc de Tukey para el peso del vitelo.

La pérdida de peso de los huevos a los 5, 10 y 15 dias de incubacion de acuerdo a las dosis,
se analiz6 mediante el test de Kruskal- Wallis con prueba post hoc de Tukey solamente para
el dia 5 de incubacidn.

Para el éxito y dias de eclosion en los ejemplares se utilizé el test de Kruskal-Wallis y prueba
post hoc de Dunn. Mientras que, para el peso de estos, se empled ANOVA de 1 factor.

La presencia y comparacion de estadios HH faltantes por dosis, de acuerdo a los establecidos
por Ainsworth et al. (2010). Se analizaron mediante ANOVA de 1 via con método de Holm-
Sidak para el dia 5 de incubacidn, test de Kruskal-Wallis con prueba de Tukey para el dia 10
de incubacion, ANOVA de 1 via con prueba de Tukey para el dia 15 de incubacion y test de
Kruskal Wallis con prueba de Dunn en los ejemplares eclosionados.

Los indices de crecimiento de nuca y pico del dia 10 y 15 de incubacién, asi como
ejemplares eclosionados, se analizaron a través del test de Kruskal-Walis. La longitud tibio-
tarsal en el dia 15 de incubacion, asi como ejemplares eclosionados se comparé entre dosis
empleando el andlisis de ANOVA de 1 via. Mientras que, el test de Kruskal-Wallis para la
longitud tibio-tarsal al dia 10 de incubacién de los embriones.

Finalmente, las malformaciones presentes en los embriones o ejemplares eclosionados de
acuerdo con la dosis, se analizaron utilizando el test de Kruskal-Wallis de una via para el

andlisis de varianza en rangos.
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VII. RESULTADOS

Se obtuvieron un total de 116 huevos fértiles de 145. La colecta de los huevos se vio alterada
debido a que una hembra de la dosis 2, no puso huevos; y 2 hembras de la dosis 1, no
lograron completar la puesta de huevos correspondientes en el lapso de 14 dias. Se respetd la
obtencion de solamente 8 huevos por hembra, para evitar suplir la cantidad de huevos
faltantes por provenientes de hembras que ya habian completado su puesta.

El nimero de huevos obtenidos por dosis y subdivision para el respectivo periodo de

incubacidn, asi como eclosion se muestra en la Tabla 1.

Incubacion/eclosionar Huevos Huevos Huevos Embriones
obtenidos fértiles infértiles muertos
Dia 5 8 5 3
o Dia 10 8 6 2
T E) Dia 15 9 7 2
L - -
| S Eclosionar 8 6 2 1
Dia 5 8 7 1
_ Dia 10 8 7 1 1
o
S % |Dils 8 7 1 2
2 en
& < | Eclosionar 8 6 2 2
Dia 5 10 9 1 1
_ Dia 10 10 10 0
o
% %W |Dials 10 10 0 1
z 8
a < Eclosionar 10 6 4
Dia 5 10 9 1
~ Dia 10 10 10 0 2
e £ y
z E Dia 15 10 7 3 1
2 3
) Eclosionar 10 4 6
Total 145 116 29 11

Tabla 1. Resultados del disefio experimental propuesto en la Fig.2. Huevos obtenidos para el periodo de

incubacién/eclosion, provenientes de hembras expuestas a diferente dosis de cipermetrina.
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La mortalidad de hembras no se vio afectada de acuerdo a la administracion de las diferentes
dosis dnicas de cipermetrina. Sin embargo, con la dosis 2, una hembra falleci6 a los 3 dias de
haberse concluido el periodo experimental (14 dias). Y aunque no se ocupé el dato para el
andlisis estadistico, sin duda, es necesario reportarlo. Al ejemplar se le realizé una necropsia
y no se encontraron hallazgos para diagnosticar la muerte a causa de una enfermedad previa.

El peso registrado de las hembras de codorniz japonesa en el dia O, 7 y 14, no presento una

interaccion significativa con la ingesta tnica de su dosis de cipermetrina (p=0.559; Fig. 7).

Dia 0 Dia 7
280 - 280 -
260 260
240 240
220 7 ¢ 5 J 220 ; }
T 20 B 200 ] %
o o 1
8 180 $ 180
160 160
140 140
120 3 120
100 - - - - 100 ;
1 2 3 0 1 2 3 0
A) Dosis B) Dosis
Dia 14
250 1
] ) ) ;
200 }
o 150
2 ]
o ]
100
50
@) 0 : . . .
1 2 3 0
Dosis

Fig.7. Diferencia de peso en hembras: Dia 0 (A), 7 (B) y 14 (C), tras la ingesta unica de cipermetrina a diferente dosis.
Dosis: 1 (0.15 g/kg), 2 (0.3 g/kg), 3 (0.6 g/kg) y 0 (Control). = ES
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La puesta de huevos de las hembras (Fig.8, p=0.175), fertilidad de los huevos y postura de

huevos sin pigmento no varid significativamente (p =0.323 y p=0.076; Fig.9), respecto a la

dosis de cipermetrina administrada en las hembras.
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Fig.8. Puesta de huevos, tras la ingesta de cipermetrina a diferente dosis en hembras de codorniz japonesa. Dosis 1 (0.15

g/kg), dosis 2 (0.3 g/kg), dosis 3(0.6 g/kg) y dosis 0 (Control). + ES.
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Fig.9. Fertilidad y presencia de huevos sin pigmento, tras la ingesta de cipermetrina a diferente dosis en hembras de
codorniz japonesa. Dosis 1 (0.15 g/kg), dosis 2 (0.3 g/kg), dosis 3(0.6 g/kg) y dosis 0 (Control). + ES.

El indice de forma (IF) de los huevos reflejé una diferencia estadisticamente significativa
entre la dosis 0 y 1 (Fig.10), de acuerdo al método de Kruskall Wallis (p=0.004) y Tukey

para comparaciones multiples (p=0.003).
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Fig.10. Diferencia de IF de los huevos, tras la ingesta de cipermetrina a diferente dosis en hembras de codorniz japonesa.
Dosis 1 (0.15 g/kg), dosis 2 (0.3 g/kg), dosis 3(0.6 g/kg) y dosis 0 (Control). + ES.
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Fig.11. Mortalidad de embriones, productos de la ingesta materna de cipermetrina a diferente dosis. Dosis 1 (0.15 g/kg),
dosis 2 (0.3 g/kg), dosis 3(0.6 g/kg) y dosis 0 (Control). + ES

Mortalidad de embriones %

La mortalidad de los embriones no estuvo relacionada con las diferentes dosis unicas de
cipermetrina administradas a las hembras de codorniz (p = 0.271; Fig.11).

Los pesos analizados (embrion, cascar6n, membrana corioalantoidea y vitelo; Fig.12) en el
dia 5 de incubacién, manifiestan una diferencia estadistica en el peso del cascarén (p=0.001)
entre las dosis 1 (p=0.028, método de Tukey) y 3 (p=0.040, método de Tukey) respecto a la
dosis 0. Mientras que, para el peso del embrion (p=0.120), vitelo (p=0.209) y membrana
corioalantoidea (p=0.009) con p>0.05 del método de Tukey; no se encontré diferencia
estadistica entre las dosis de cipermetrina y control.

En el andlisis de los pesos para el dia 10 de incubacién (Fig.12) no se present6 una diferencia
estadistica entre las dosis 1, 2 y 3 vs 0 de: cascarén (p= 0.635), membrana corioalantoidea
(p=0.050), vitelo (p=0.406) y embriones (p=0.141). A la vez que, para el dia de incubacién
15 (Fig.12) solo se encontré diferencia en el peso del vitelo (p= 0.044). Siendo la
desemejanza en la dosis 2 versus control (p=0.035 del método Tukey). El peso de embriones
(p = 0.092), cascarén (p= 0.121) y membrana corioalantoidea (p= 0.300), no fueron

estadisticamente significativos entre las dosis 1, 2, 3 con la 0.
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Fig.12. Diferencia de pesos: embrién, cascarén, membrana corioalantoidea, y vitelo en los dias 5 (A), 10 (B) y 15 (C) de
incubacion, productos de la ingesta materna de cipermetrina a diferente dosis. Dosis 1 (0.15 g/kg), dosis 2 (0.3 g/kg), dosis

3(0.6 g/kg) y dosis 0 (Control). + ES
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Fig.13. Pérdida de peso de los huevos incubados en los dias 5(A), 10 (B) y 15 (C), productos de la ingesta materna de
cipermetrina a diferente dosis. Dosis 1 (0.15 g/kg), dosis 2 (0.3 g/kg), dosis 3(0.6 g/kg) y dosis 0 (Control). + ES
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Fig.14. Ejemplares con éxito de eclosion, productos de la ingesta materna de cipermetrina a diferente dosis. Dosis 1 (0.15
g/kg), dosis 2 (0.3 g/kg), dosis 3(0.6 g/kg) y dosis 0 (Control). £ ES

La pérdida de peso en los huevos (Fig.13) reflejo una diferencia significativa (p=0.042) en la
dosis 1 vs 0 del dia 5 de incubacion, de acuerdo al método de Tukey. Mientras que, para el
dia de incubacion 10 (p= 0.068) y 15 (p= 0,004 con p>0.05 del método de Tukey) no se
obtuvieron valores representativos respecto las dosis 1, 2, 3 con la 0.

El éxito de ejemplares eclosionados como se muestra en la (Fig.14; p=0.006) y los dias que
tardaron en eclosionar (Fig.15; p=0.002) mostro un valor estadisticamente significativo entre
la dosis 3 y 0; de acuerdo al método de Dunn con un valor de p<0.05.

Por el contrario, al evaluar el peso de los ejemplares eclosionados (Fig.16) respecto las dosis

con cipermetrina y control; no se encontré diferencia estadisticamente significativa

(p=0.314).
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Fig.15. Dias en romper la cascard de huevo. Ejemplares eclosionados, productos de la ingesta de cipermetrina a diferente
dosis en hembras de codorniz japonesa. Dosis 1 (0.15 g/kg), dosis 2 (0.3 g/kg), dosis 3(0.6 g/kg) y dosis 0 (Control). + ES.
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Fig.16. Peso (g) de ejemplares eclosionados, productos de la ingesta de cipermetrina a diferente dosis en hembras de
codorniz japonesa. Dosis 1 (0.15 g/kg), dosis 2 (0.3 g/kg), dosis 3(0.6 g/kg) y dosis 0 (Control). + ES.
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Los estadios HH (Fig.17) comparados de acuerdo a los establecidos por Ainsworth et al.
(2010), mostraron un subdesarrollo en los embriones del dia 5 de incubacién entre la dosis 1
(p=0.001) y 3 (p=0.020) vs 0; de acuerdo método Holm-Sidak. Embriones del dia 10
(p=0.004 con p>0.05 del método de Tukey) y 15 de incubacién (p=0.015 con p>0.05 del
método de Tukey); no presentaron diferencias estadisticamente significativas en los estadios
HH comparados con dosis de cipermetrina y control. Mientras que, en los ejemplares
eclosionados también se comprobd presencia de un subdesarrollo embrionario de acuerdo a
los estadios HH comparados de la dosis 3 (p=0.0048, método Dunn) y el control.

Como se muestra en la Fig.18, los valores de los indices de crecimiento no fueron
significativos para los embriones del dia 10 de incubacién respecto la longitud nuca-pico
(p=0.044 con p>0.05 del método de Tukey), longitud del pico (p = 0.371) y longitud tibio
tarsal (p= 0.160); entre las dosis con cipermetrina y el control. Asi mismo, en los embriones
del dia 15 de incubaciéon no hubo diferencia estadistica entre la longitud nuca-pico (p=
0.128), longitud de pico (p=0.172) y longitud tibio-tarsal (p=0.847) entre la dosis 1,2, 3 con
la 0. Los ejemplares eclosionados tampoco presentaron una diferencia estadisticamente
significativa en la longitud nuca-pico (p=0.110), longitud de pico (p= 0.256) y longitud tibio-

tarsal (p=0.285), respecto las dosis con cipermetrina y el control.
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Fig.17. Estadios HH faltantes en embriones del dia 5(A), 10 (B) y 15 (C) de incubacién, asi como ejemplares eclosionados
(D), productos de la ingesta materna de cipermetrina en diferente dosis. Dosis 1 (0.15 g/kg), dosis 2 (0.3 g/kg), dosis 3(0.6

g/kg) y dosis 0 (Control). + ES.
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Fig.18. Indices de crecimiento (longitud nuca-pico, longitud pico y longitud tibio-tarsal) de embriones del dia 10 (A) y 15
(B) de incubacién, asi como ejemplares eclosionados (C); productos de la ingesta materna de cipermetrina en diferente
dosis. Dosis 1 (0.15 g/kg), dosis 2 (0.3 g/kg), dosis 3(0.6 g/kg) y dosis 0 (Control). + ES.
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Fig.19 Presencia de malformaciones en embriones y ejemplares eclosionados, productos de hembras de codorniz japonesa
sometidas a diferente ingesta de dosis de cipermetrina. Dosis 1 (0.15 g/kg), dosis 2 (0.3 g/kg), dosis 3(0.6 g/kg) y dosis 0
(Control). £ ES.

Finalmente, las malformaciones presentes en los embriones y ejemplares eclosionados
(Fig.20) no mostraron una diferencia estadisticamente significativa de acuerdo a las dosis de

cipermetrina con la dosis control (p= 0.096, Fig.19).
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Fig.20. Malformaciones encontradas en los embriones tratados con cipermetrina. A) y B) Embriones de la dosis 1 con 10
dias de incubacién con deformacién craneoencefdlica y del pico; D) Embrién de la dosis 3 con 10 dias de incubacién y
presencia de ciclopismo; C) Embrién de la dosis 3 con 15 dias de incubacién y deformacién craneofacial del pico; E) y F)
Ejemplares sin eclosionar de la dosis 3 con ausencia de un ojo y deformacién espino caudal
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VIII. DISCUSIONES

Al determinar los efectos y respuestas fisiologicas de la ingesta del piretroide
cipermetrina a diferente dosis en hembras de codorniz japonesa (Coturnix coturnix japonica)
asi como en el desarrollo de sus embriones. Se encontré que la dosis 1, dosis 2 y 3; provocan
principalmente alteraciones en el peso del huevo, vitelo y cascarén, subdesarrollo de estadios
HH, malformaciones embrionarias, asi como ausencia de eclosién. El objetivo de esta
investigacion se logré al posiblemente identificar ventanas criticas de desarrollo en el dia 5
de incubacién y eclosion, ocasionadas por la ingesta tnica de la dosis 1 y 3 de cipermetrina
en las hembras. Comprobando con esto, los efectos del plaguicida cipermetrina en el

desarrollo embrionario de las aves.

Mortalidad de hembras y embriones

De acuerdo con los datos obtenidos, la tasa de mortalidad de las hembras y sus embriones
(Fig.11) no se vio alterada por la administracién de distintas dosis de cipermetrina. La
ausencia de muertes en hembras difiere de los valores reportados por Edwards et al., (1986) y
posiblemente se deba a que para las dosis establecidas del piretroide cipermetrina en esta
investigacion, se tomaron como referencia los resultados de dichos autores; utilizando como
punto inicial la dosis minima letal (0.3 g/kg). Esto, debido a que en la fase exploratoria del
presente estudio no se detectaron efectos relevantes. Por lo tanto, se selecciond una dosis
maxima no letal de nuestro compuesto (0.6 g/kg) y una dosis minima donde se observan
efectos (LOE) (0.15 g/kg). Es de suma importancia mencionar que la dosificacion en el
estudio antes citado se llevd a cabo con el compuesto puro, mientras que en esta
investigacién se utiliz6 una formula comercial con solventes y emulsificantes afadidos.
Resaltando que la formula exacta de dichos agregados no puede ser consultada, ya que es
secreto propietario de las compafiias que lo elaboran.

El uso de una férmula comercial contra el uso del compuesto puro proporciona una visién
mads real acerca de los efectos del pesticida en la biologia de los organismos, ya que esta es la

forma de exposicion cotidiana en los ambientes humanos y naturales.
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Diferencia de peso en hembras

Por otra parte, al comparar el peso de las hembras en los dias (0, 7 y 14) después de la
administracion unica de las dosis de cipermetrina, se observd que no hubo una interaccién
significativa entre dosis y peso. La codorniz japonesa alcanza su madurez sexual a partir de
la cuarta semana de vida y su peso oscila entre los 130-200 g (Forero, 2013; Manual
Codornices, 2017; Valle et al., 2015). Los pesos de las hembras en nuestro estudio (Fig.7),
estdn por arriba de los 200 g y estos pueden coincidir con los resultados reportados por
(Edwards, 1984; Ortega, 2011). Al ser ejemplares que desarrollan mayor cantidad de carne o
donde también la época del afio y el manejo luminico del mantenimiento de las codornices,
influye en el consumo de alimento y agua en las aves. Pudiendo ser mayor o menor para
regular su temperatura corporal (Emmanuel, 2017; Gorrachategui, 1996). Coincidiendo el
presente estudio con el de Justin et al.,, (2021) en donde no se encontré una diferencia
significativa en el peso de las hembras respecto a las dosis de cipermetrina administradas, a
pesar de que hubo una mayor ganancia de peso en el grupo control. Sin embargo, cabe
resaltar que la disminucién de peso en un ejemplar expuesto a cipermetrina podria deberse al
efecto de dicha sustancia al alterar la absorcion del alimento a nivel gastrointestinal
(Edwards et al., 1987; Justin et al., 2021). Corroborando lo anterior con el estudio de Justin
et al., (2001), que, a partir de las diferentes dosis administradas de cipermetrina en las
hembras por un periodo de 6 semanas, no se tuvo un valor significativo en el mayor o menor
consumo del alimento y la pérdida de peso en los ejemplares posiblemente se produjo por el

efecto de la cipermetrina en la absorcién de alimentos.

Parametros del huevo

La puesta de huevos fue mayor en las hembras sometidas a la Dosis 0, seguido de las
hembras de la Dosis 3, 2y 1 (Fig.8). La codorniz llega a su nivel mdximo de postura a partir
de los dos meses y medio a tres de edad y se mantiene aproximadamente por 18-20 semanas.
(Ortega, 2011; Valladares & Estanislao, 2016; Valle et al., 2015). Justificindose los idéneos
margenes de edad que tienen las hembras en nuestro estudio y la poca posibilidad de obtener
diferentes resultados debido al factor de edad.

Relacionado a la puesta de huevos, la presencia de huevos sin pigmentacion (blancos) (Fig.9)

no fue dependiente de las diferentes dosis de cipermetrina administradas en las hembras. La
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coloracién del huevo estd relacionada con el pigmento (porfirina) (Uztariz, 2005), segregado
por el tejido glandular de las proximidades de la pseudovagina o segmento final del oviducto.
Cuando surge una ausencia de pigmentaciéon en el huevo (color blanco), se debe
principalmente a mayor cantidad de proteina en la dieta de las hembras, estrés, inflamacion
del oviducto y ser huevos de ciclos ovulares u oviposicién acelerada (Torres, 2014; Uztariz,
2005; Valle et al., 2015; Véasquez & Ballesteros, 2007).

En esta investigacion se permiti6 la incubacion de huevos sin pigmentacion principalmente
para no alterar el nimero de huevos colectados por dosis y dia de incubacidn/eclosion.
Aunque también es importante observar la aparicion de huevos blancos, porque como lo
expone (Uztariz, 2005) pueden interferir en un menor porcentaje de eclosion de las aves.

La fertilidad de los huevos no se vio alterada por las diferentes dosis de cipermetrina
administradas en las hembras (Fig.9), incluso estando los valores de la dosis control por
debajo de 2 dosis con cipermetrina. Ajustdndose nuestros resultados a los obtenidos en el
estudio de Justin et al., (2021), donde no hubo diferencia significativa en la fertilidad de los
huevos respecto a las dosis con cipermetrina.

Los resultados de la diferencia del indice de forma del huevo (IF), reflejaron un valor
significativo entre la dosis 1 vs O (Fig.10). El IF nos permite saber la resistencia y apariencia
de un huevo a través de la comparacién morfolégica (Torres, 2014), asi como, hacer una
preseleccion de huevos; ya que tendréd efecto en los resultados de incubacién y eclosion de
ejemplares (Alkan et al., 2010; Othman et al., 2014; Uztariz, 2005). El porcentaje idéneo de
IF para los huevos de codorniz debe ser arriba del 70%, siendo mds redondos conforme
incrementa este valor y mds alargados mientras disminuye (Torres, 2014). Acorde a los
valores de este estudio, se obtuvieron porcentajes mayor a 70% en los huevos de todas las
dosis. Especificando que la diferencia significativa entre la dosis 1 vs 0 se debi6 al valor del
80%. Por lo tanto, los huevos empleados para este estudio se encuentran dentro de un
pardmetro normal de IF y la sustancia de cipermetrina no tuvo ningin efecto sobre estos;
disminuyéndose por ende la posible alteracién en el proceso de incubacién, deformaciones
del huevo y los resultados de eclosion de ejemplares.

Los resultados de nuestro estudio acorde a la pérdida de peso en los huevos (Fig.13), reflejan
significancia estadistica para los incubados de 5 dias, entre la dosis 1 vs 0. Explicdndose

dicha pérdida o ganancia de peso del huevo debido a la variacién de los niveles de agua en el
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proceso de incubacién y destacando que cuando hay un incremento en la pérdida o aumento
de peso, el desarrollo embrionario se ve afectado (Moraes et al., 2008). Los huevos con una
pérdida o ganancia de peso superior, tal como se observd anteriormente, pueden presentar
menores nutrientes asi como diferente colocacion de la yema que a su vez afecta el desarrollo
del embrion (Othman et al., 2014).

Por otra parte, los pesos analizados del (embridn, cascar6n, membrana corioalantoidea y
vitelo) de la (Fig.12), mostraron solamente significancia estadistica en el peso del cascarén
expuestos a la dosis 1 y 3 versus 0 a los 5 dias de incubacion. Mientras que para los pesos
evaluados en el dia 15 de incubacidn, solo se registro significancia estadistica en el peso del
vitelo de la dosis 2 con la 0. Notando una relacion entre el mayor o menor peso perdido del
huevo, con la alteraciéon del peso del cascar6n en los huevos con 5 dias de incubacién
referente a la dosis 1 y 3 de cipermetrina. Interpretindose, por ende, una posible
modificacién en la respiracion, humedad, niveles idoneos de agua, barrera de proteccion e
intercambio de gases a través de la cdscara. Asi como una alteraciéon en la absorcién de
nutrientes a través del vitelo, debido al menor peso presentado en los huevos incubados con

15 dias y provenientes de la dosis 2 de cipermetrina.

Ejemplares eclosionados

Las variables dependientes evaluadas en los ejemplares eclosionados: éxito de eclosion
(Fig.14) y los dias que tardaron en eclosionar (Fig.15), mostraron un valor estadisticamente
significativo entre la dosis 3 y 0. El desarrollo embrionario de la codorniz japonesa consiste
en 16.5 dias (Ainsworth et al., 2010) y en la (Fig.14) se observan valores inferiores a lo
reportado, porque cotupollos provenientes de la Dosis 3 nunca eclosionaron, asi como los de
la Dosis 2 y 1 incluyen individuos que fallecieron. La mortalidad de los embriones no refleja
valores estadisticamente significativos entre las dosis (Fig.11) porque los datos registrados
fueron tras la diseccion del huevo. Es decir, la diferencia observada en la eclosion de los
ejemplares de huevos provenientes de la Dosis 3 fue por forzar las disecciones al dia 21,
encontrandose vivos a los embriones y por ende no contempldndose como datos positivos de

muerte. Dichos resultados obtenidos en el presente estudio son confirmados por los autores
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Justin et al., (2021), al referir que hay una reduccién en la tasa de eclosién conforme
aumentan la dosis de cipermetrina.

Al evaluar la diferencia de peso en ejemplares eclosionados (Fig.16), no se encontraron
valores estadisticamente significativos respecto a las dosis de cipermetrina. El peso idéneo
de los cotupollos al nacer se reporta entre 6-10 g (Emmanuel, 2017; Ortega, 2011; Valle et
al., 2015) y pese a la no significancia estadistica que se obtuvo, se identifica una disminucién
del peso de los ejemplares conforme aumenta la dosis de cipermetrina asi como los
ejemplares del grupo control son los que adquieren mayor peso. Apareciendo un mecanismo
similar a lo anteriormente explicado en el efecto de las diferentes dosis de cipermetrina con

el peso de las hembras y los resultados de (Justin et al., 2021).

Estadios HH y malformaciones

Finalmente, al comparar los estadios HH observados para codorniz acorde a los propuestos
por Ainsworth et al. (2010) en los ejemplares eclosionados, asi como en los embriones de los
dias 5, 10 y 15 de incubacion. Solo se encontré diferencia estadistica significativa en los
embriones de 5 dias de incubacion respecto la dosis 1 y 3 con la dosis 0, tal cual la dosis 3 vs
0 para ejemplares eclosionados. Percatindose que en donde la dosis control no tuvo
presencia de un subdesarrollo de estadios HH acorde a los propuestos por Ainsworth et al.
(2010), si ocurri6 con la dosis 1 o 3; del dia 5 de incubacion y eclosion.

Al evaluarse los indices de crecimiento (Longitud nuca-pico, longitud pico, longitud tibio-
tarsal, Fig.18) en los ejemplares eclosionados y embriones de 10 y 15 dias de incubacién, no
se encontré significancia estadistica de acuerdo a la dosis de cipermetrina.

Finalmente, se infiere una posible ventana critica del desarrollo de los embriones en el dia 5
de incubacion tras los efectos de la dosis 1 y 3 de cipermetrina; asi como en ejemplares
eclosionados con la dosis 3 de cipermetrina. Definiéndose por ventana critica de desarrollo,
aquel tiempo en donde los 6rganos o sistemas de Organos son mds susceptibles a los
teratogenos o factores como el ambiente; pudiendo interrumpir incluso el desarrollo
embrionario (Chan & Burggren, 2005). Los periodos de susceptibilidad del dia de
incubacion 5 se explican con el tiempo en el que ocurre la organogénesis y el desarrollo

tardio(Warin, 2008); asi como el dia 15, con la maduracién de 6rganos para prepararse para
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eclosionar. Por tltimo, si bien las malformaciones (Fig. 19 y 20) no mostraron una
significancia estadistica respecto las dosis con cipermetrina y el control. Es necesario
mencionar que solo estuvieron presentes en la dosis 1 y 3, haciendo de nuevo hincapié sobre

el efecto de dichas dosis de cipermetrina en el desarrollo embrionario (Triana et al., 2017).

IX. CONCLUSIONES

e La ingesta materna de cipermetrina con dosis 1 (0.15 g/kg), dosis 2 (0.3 /kg) y dosis 3
(0.6 g/kg), provoca alteraciones en el desarrollo embrionario de Coturnix coturnix
japonica.

e Laingesta de 0.15 g/lkg y 0.6 g/kg de cipermetrina en hembras, provoca alteraciones
en el peso del huevo y cascardn, asi como subdesarrollo de estadios HH en los 5 dias
de incubacioén.

e FEl peso del vitelo se vio alterado en el desarrollo embrionario del dia 15 de
incubaciodn, a partir de la dosis 2 (0.3 /kg) de cipermetrina.

e Laingesta materna de 0.6 g/kg de cipermetrina provoca un subdesarrollo de estadios
HH y ausencia de eclosién en los embriones de C.c. japonica.

e La ingesta materna de 0.15 g/kg y 0.6 g/kg de cipermetrina causa deformaciones:
craneoencefdlicas, ciclopismo, craneofacial del pico, ausencia de o0jo y espino caudal,
en el embridn.

e Se infiere una posible ventana critica del desarrollo de los embriones en el dia 5 de
incubacion tras los efectos de la dosis 0.15 g/kg y 0.6 g/kg de cipermetrina; asi como
en ejemplares eclosionados con la dosis 0.6 g/kg de cipermetrina.

X. RECOMENDACIONES

Es pertinente para ensayos futuros tratar de estandarizar la mayor cantidad de
variables: genotipo, sexo, edad, peso de ejemplares, disponibilidad de alimento y agua,
calidad del alimento, sanidad, tiempo de almacenamiento de huevos, manejo zootécnico,
temperatura ambiental, pico de puesta y fertilidad de huevos, luz, pardmetros de calidad del
huevo, éxito de copula y enfermedades; para evitar que estas interfieran en la obtencion de

datos.
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XILLANEXO

Propiedades quimicas de la cipermetrina.

Estructura quimica

\\/ ) L [ciano Sxifenil) metil] 3
0. A~
. P
"Se_ o
‘.-;/'\.‘ Peso molecular Forma
0 = J 416,3 g / mol Liquido viscoso o semisolido.
[\ ” Férmula molecular
Amarillo
Isomeros puros- Cristales
incolo
Olor -
Solubilidad
Inodoro

Metanol, acetona, xileno, diclorometano, dicloruro de
metileno, cloroformo, ciclohexanona , xileno mayor que
450, etanol 337, hexano 103 (g /L a 20 ° C).

En agua , 4X10-3mg /La20°C.

Punto de fusién

60 °C- 80 °C

Estabilidad
Densidad Presién de vapor En medios neutros
débilmente acidos, con una
1.25g fcuema20°C 0-9mm Hga20°C estabilidad 6ptima a pH 4.
- Hidrolizado en medios
alcalinos.

Relativamente estable a la
luz en situaciones de
campo. Hasta 220 ° C.

Descomposicién Categoria agro-quimica

220° C * Insecticida
te humos SEhltel ° Acaricida
0S8 No corrosivo en metales.

)

Toxicidad

Peligrosidad Carcinogenicidad

» [rritante Grupo C

» Riesgo ambiental

Incompatibilidad

Formulaciones Cal y jabones comunes.

Emulsion, polvo,

Informacién recopilada de (Cipermetrina | C22HI9CI2NO3 - PubChem, n.d.; NOVARTIS, n.d.)
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Estadios HH esperados en el dia 5 (A), 10 (B) y 15 (C) de incubacién, asi como eclosién (D).

De acuerdo a los estadios HH para C.c. japonica propuestos por Ainsworth et al. (2010).

Estzdio HH 38

Estadioc HH 44

Estadio HH 45

Informacién y modificacién de imagenes recopiladas de (Ainsworth et al., 2010)
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