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RESUMEN

El Diesel es una compleja mezcla que contiene hidrocarburos aromaticos
policiclicos, que persisten después de un derrame y pasan rapidamente del
agua a los tejidos de los organismos. En el presente estudio se detectd
cambios en el comportamiento de la tilapia nilética (Oreochromis niloticus),
se evaluaron las alteraciones histopatoldgicas de las branquias e higado y se
determind la mortalidad de los peces ante diferentes concentraciones de
Diesel. Se elaboré un ensayo estatico de 96 horas con tres dosis diferentes
de Diesel (513mg/L, 2050mg/L y 5125mg/L) mas el tratamiento control. La
mortalidad fue determinada por medio del modelo de probalbilidad chi
cuadrado, donde la alta sensibilidad de los especimenes se registro a las
96h, obteniendo como valores promedios de mortandad 5.3 (dosis baja), 6.3
(dosis media) y 7 (dosis alta). Las lesiones patolégicas de las branquias
fueron degeneracion celular del arco branquial, hiperplasia interlamelar,
fusién de lamelas, levantamiento epitelial, y telangiectasis. El tejido hepatico
reveld vacuolizacion lipidica, nucleos picnoticos, dilatacidn sinusoidal,
necrosis de hepatocitos ligera, hepatocitos binucleados y degeneracion
nuclear. Mediante el programa estadistico SAS se analizé cuantitativamente
las primeras lesiones histopatolégicas mas sobresalientes, presentando en
branquias e higado degeneracion celular y vacuolizacion lipidica

respectivamente con valores de 95.83 y 91.66 para la dosis de 5125mg/L



alcanzando el mayor dafo a nivel de ambos O6rganos; mientras que
telangiectasis en branquias y nucleos picnéticos en higado no difirieron
estadisticamente entre tratamientos. La tilapia es un pez que puede soportar
condiciones extremas de ambiente, pero no las originadas por
contaminantes, ya que pueden alterar el habitat de estos organismos
produciendo cambios en su estructura hasta finalmente ocasionar la muerte.
Los resultados de este estudio podrian ser utilizados como una guia para los
programas de control bioldgico en las poblaciones de peces de cualquier

especie que habiten las zonas contaminadas con hidrocarburos.

Palabras clave: Diesel, Oreochromis niloticus, comportamiento, lesiones

histopatoldgicas de branquias e higado y mortalidad.
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INTRODUCCION

Los ecosistemas naturales y las especies que los componen estan siendo
expuestos, en un periodo de tiempo muy breve, a multitud de factores y
circunstancias que no constituyen elementos naturales de su habitat. Entre
estos factores se encuentran miles de compuestos diferentes que
continuamente son expulsados al medio, como consecuencia de las
diferentes actividades de la sociedad moderna. Contaminar el agua es
alterarla fisica, quimica o biolégicamente, de modo que se perjudique su

posterior utilizacion (1).

Las actividades de la industria petrolera, a nivel mundial, son consideradas
como unas de las mas complejas debido a la diversidad de operaciones que
implican su desarrollo. Esta situacion la hace una de las industrias con mas
alto riesgo y potencialmente contaminadora (o). En la década de 1970, la
contaminacion a gran escala en Ecuador comenzo, con el auge petrolero.
Durante los veinte afios de dominio petrolero en la region amazénica, el
impacto en ella fue incrementandose, precisamente por no utilizar
tecnologias de proteccion ambiental, lo que provocd la contaminacion de rios
con darios en la flora y fauna del territorio (3). Algo similar ha ocurrido en los
rios y esteros de la Provincia de Esmeraldas, donde se produjo desde
accidentes ambientales de magnitud considerables hasta pequefios

derrames permanentes ().



La contaminacion petrolera puede producir, sin duda, impactos severos en
los ambientes dulce-acuicolas (s), liberando asi sustancias toxicas en los
mismos produciendo una variedad de respuestas complejas en los
organismos, las que precisan ser evaluadas. Para ello se han implementado
los bioensayos, que son técnicas de evaluacion de los efectos toxicos
agudos o cronicos, tanto de sustancias quimicas conocidas como de
muestras ambientales de composicion incierta., que miden el efecto de uno o
mas contaminantes sobre las especies y consiste en la exposicion de las
mismas a concentraciones crecientes de un agente danino, identificando

algun cambio en éstos por un cierto periodo de tiempo ).

Las alteraciones en comunidades de peces, pueden determinarse mediante
histologia, que es un método rapido para detectar los efectos de diferentes
agentes téxicos en diversos tejidos y organos de los peces, y que ha sido
ampliamente utilizado para determinar los efectos nocivos de los
hidrocarburos (7). Las especies para ser usadas como herramientas
ecotoxicologicas requieren ser sencillas, practicas, sensibles y repetibles (g).
La tilapia (Smith, 1840), por ejemplo, presenta una serie de caracteristicas
que la hacen idonea para evaluar los efectos de los compuestos toxicos,
entre ellas: distribucién cosmopolita, talla relativamente grande, facil de
cultivar en laboratorio, alta fecundidad, ciclo de vida corto y buena resistencia

fisica a diferentes condiciones ambientales ().



Considerando que la tilapia es una fuente permanente de alimentacion para
la poblacion rural y urbana, el tema propuesto tiene relevante importancia y
este trabajo pretende evaluar y determinar el comportamiento, los dafos y
mortalidad de Oreochromis niloticus (tilapia nilética), ante cualquier
eventualidad contaminante, como derrames de combustibles refinados tal es
el Diesel, que no solo hace referencia a la contaminacion del agua sino
también al dafio que éste provoca en nuestro sistema ecologico. Bajo estas
circunstancias se realizd esta investigacion que tuvieron los siguientes

objetivos:

Objetivos:

General:
Determinar el efecto de diferentes concentraciones de Diesel en Oreochromis

niloticus mediante bioensayo.

Especificos:
Identificar los cambios del comportamiento de O.niloticus sometidas a

diferentes dosis de Diesel.

Establecer los dafios en O.niloticus mediante cortes histopatolégicos en

varios tejidos sometidos a diferentes dosis.



Evaluar el efecto de diferentes concentraciones de Diesel sobre la

supervivencia de O.niloticus.

Determinar el tiempo de mortalidad de los peces en las diferentes

concentraciones de Diesel.



CAPITULO |

1. GENERALIDADES

1.1.Bioensayo
Una de las herramientas utilizadas para evaluar el efecto de los
contaminantes sobre los componentes biolégicos de los sistemas
acuaticos son los bioensayos de ecotoxicidad'. Por lo tanto un
bioensayo se define como una prueba en el cual un tejido vivo, un

organismo o grupos de ellos, son empleados como reactivos para la

' Es la ciencia que estudia los efectos toxicos producidos por los agentes fisicos y quimicos sobre los seres vivos.



determinacion del potencial toxico de alguna sustancia
fisiolégicamente activa y de funciéon desconocida, o cuya actividad se

desea investigar (10).

Los bioensayos proporcionan la posibilidad de evaluar la toxicidad de
una muestra sin conocer la completa composicidon quimica de la
misma. Muchos de estos ensayos son rapidos, sensibles, econémicos
y reproducibles, con una ventaja en la obtencion de los resultados y

con menor costo (11).

Al implementar bioensayos y pruebas de toxicidad es necesario
efectuar su estandarizacion, que consiste en establecer la
sensibilidad de las especies y la reproducibilidad del experimento
frente a un toxico de referencia. Las pruebas ecotoxicolégicas son
complementarios a los resultados de los parametros fisicos y

quimicos, y los de biomonitoreo® ambiental (1).

1.1.1. Ventajas
La utilidad de los bioensayos recae primordialmente en ser un

método de deteccion relativamente simple y que se puede

2 Es la evaluacion de los efectos deletéreos de una sustancia toxica sobre distintos organismos.



emplear para el monitoreo de causas y sus efectos de tipo

ambiental (19).

1.1.2. Desventajas
La principal desventaja de un bioensayo es que sus resultados,
dificilmente, generan informacién especifica de un compuesto,
causa o condicion ambiental. Durante el desarrollo de los
mismos, los organismos de prueba son sometidos a diferentes
condiciones experimentales en las cuales se incluye la muerte
del organismo como un efecto normal y el problema es que las
causas de este efecto pueden ser muchas y dificiles de detectar
por medio de un bioensayo como para decir que en este

proceso, valié la pena el sacrificio del organismo (19).

1.1.3. Clases de Bioensayo

Los bioensayos pueden ser de dos tipos, segun (12):

1.1.3.1. Letales o Agudos
Estos test determinan la concentracion de efluentes o
aguas receptoras que producen un efecto adverso en un
grupo de organismos de prueba, durante un tiempo de

exposicion corto (24, 48, o 96 horas), la respuesta es



letalidad. La toxicidad aguda es medida usando
procedimientos estadisticos. Sus respuestas pueden
expresarse como: concentraciones medias CL50 que es
la concentracién téxica que causa la muerte al 50% de
organismos de prueba o simplemente como porcentaje

de supervivencia (10) (12)-

1.1.3.2. Sub-letales o Crénicos:
Pruebas cuya finalidad es evidenciar respuestas que no
implican la muerte del organismo ensayado (conducta,
fecundidad, desarrollo y bioacumulacién, entre otras).
Las pruebas de toxicidad crénica, por ser mas flexibles
en lo que se refiere a los parametros utilizados, poseen
una mayor amplitud en relacibn a las respuestas
biolégicas. Dichas respuestas pueden estar dadas en
funcién del crecimiento, ocurrencia de reproduccion,

numero de puestos, entre otros (1g) (12).

1.1.4. Organismo de Prueba
La eleccion de un organismo de prueba adecuado para un
Bioensayo depende del efecto que se desea evaluar y de las

caracteristicas del organismo (1q).



Esta debe cumplir una serie de criterios, como por ejemplo la
posibilidad de estar disponible en cantidad suficiente, asi sea
gracias a cultivo, en laboratorio, en criadero o por recoleccion
en el campo, debe asegurarse que provengan de areas libres
del toxico en cuestion. También es importante que soporte bien
las condiciones de laboratorio, es decir, una buena facultad de
adaptarse al estrés surgido como efecto de cambio del medio
ambiente del mismo. Los organismos deben ademas, tener una
amplia distribucion geografica y biologia conocida, la talla debe
adecuarse con las posibilidades de los elementos de
experimentacion. Algunos ejemplos de organismos usados en
bioensayos son, segun (13):
e Dafnias (pulgas de agua), como: Daphnia magna, D. pulex,
D. pulicaria.
e Bacterias: Vibrio fisheri.
e Lumbricidos®: Eisenia foetida.
e Algas: Chlamydomonas reinhardi, Selenastrum
capricornutum.

e Zooplancton®

® Comuinmente denominados lombrices de tierra, son una familia de anélidos oligoquetos del orden Haplotaxida.

“Es la fraccion de plancton constituida por seres que se alimentan, por ingestion, de materia organica ya elaborada,
constituido por protozoos (protistas), larvas de animales mas grandes, como esponja, gusanos, equinodermos,
moluscos o crustaceos y fases juveniles de peces.
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e Peces: Oncorhynchus mykiss (trucha arco iris), Salvenilus
fontinalis (trucha de arroyo), Carassius auratus (carpa
dorada), entre otras.

En general, es preferible utilizar organismos cultivados en el
laboratorio en lugar de los recolectados en el campo porque los
examenes estandarizados requieren de un abastecimiento
siempre disponible de especimenes en buena salud
provenientes de cultivos de condiciones conocidas y
constantes. La muerte de los individuos como criterio de
valoracion de la toxicidad es por tanto de gran interés y muy
utilizado en pruebas. Ademas puede ocurrir que los
contaminantes estén en cantidades no letales o en formas poco
biodisponibles® haciendo improbable el fallecimiento inmediato.
Otro problema es el volumen de muestra ambiental, que en
ocasiones, como en estudios con peces, es del orden de litros,
lo que dificulta su almacenamiento, mantenimiento vy

manipulacion (13).

Una de las especies de peces mas comunes de agua dulce es
O. niloticus, que es usada en estudios toxicoldgicos, debido a

que presentan una serie de caracteristicas que pueden

® Biodisponibilidad es la asimilacion del contaminante por los organismos, y en consecuencia la posibilidad de
causar algun efecto, negativo o positivo.
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hacer un modelo adecuado para utilizarlo como indicador de

especies en los programas de control bioldgico (14).

1.2.Hidrocarburos (Diesel)
1.2.1. Caracteristicas (Tablal)
El Diesel es un liquido de color amarillo y de aspecto aceitoso,
compuesto en su mayor parte por fracciones que van de C12 a
C20 atomos por molécula (1s).
Los hidrocarburos presentes en este combustible son de
caracter saturado como los parafinicose, nafténicos7, asi como,

aromaticos® y de caracter mixto (1.

Utilizado en motores de autoencendido por compresion,
motores utilizados en el transporte pesado, en sector naviero de
cabotaje, turbinas de generacion eléctricas, motores
estacionarios de diversos tipos utilizados en la industria, en
calderos para la generacion de vapor, etc. (1g).

El Diesel es mas sencillo de refinar que la gasolina y suele

costar menos (17) (1)

® Son hidrocarburos saturados homdlogos del metano (CH4), de cadena sencilla o ramificada. Su férmula general es
CnH2n+2-

” Estan igualmente saturados, pero una parte de su molécula forma un ciclo, con formula CnHzy.

8 Son hidrocarburos ciclicos insaturados constituidos por el benceno (CeHg) y sus homdlogos. Su formula general es
CiH.
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Sus principales

pero  contienen

componentes que son persistentes en el medio ambiente.

Ademas se oxida rapidamente en contacto con el aire, por

reaccion fotoquimi

ca9(15).

Tabla I. Caracteristica de Diesel indicado por EP Petroecuador

2011 (19).
Caracteristica Unidad Minimo | Maximo Método
Ensayo
Punto de Inflamacion °C 51 -- INEN 1047
Gravedad API 25°C "G -- 37.9
Temperatura de °C -- 360 INEN 926
Destilacion 90%
Agua y Sedimentos % en V -- 0.05 INEN 1494
indice de Cetano -- 45 -- INEN 1495
Calculado
Residuo Carbonoso | % en peso -- 0.15 INEN 1491
> 10%
Cenizas % en peso -- 0.01 INEN 1492
Viscosidad cSt 2.5 6.00 INEN810
Cinematica 37.8°C
Contenido de Azufre | % en peso -- 0.7 INEN 1049

1.2.2. Efecto de Hidrocarburos

La actividad petrolera es una de las industrias que mas

impactos ambientales y en la biodiversidad genera a nivel local

y global. Los derrames petroleros ocurren por un manejo

°Es el estudio de las transformaciones quimicas provocadas o catalizadas por la emisién o absorcién de luz visible o
radiacion ultravioleta.
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rutinario negligente (goteo de las tuberias y otra infraestructura
petrolera) y por accidentes (o).

Los cuerpos de agua dulce son altamente sensibles a los
derrames de petroleo. En ellos, se alimentan, reproducen y
anidan muchos organismos dulceacuicolas. Adicionalmente, los
efectos de los derrames en microorganismos de agua dulce, asi
como en invertebrados y algas impactan a los niveles
superiores de las redes troficas'®. Los efectos de la polucién por
hidrocarburos en aguas continentales varian de acuerdo al flujo
de agua y a las caracteristicas especificas de los habitats (o).
Los crudos livianos pueden penetrar mas eficientemente en la
columna de agua que los crudos pesados y ser muy toxicos,
pero estos ultimos permanecen por mas tiempo en el ambiente
(20)-

Luego de un derrame petrolero, se altera la composicion de las
poblaciones de peces, pues desaparecen las especies
sensibles a la contaminacion, y se selecciona a las mas
resistentes. Por otro lado, suelen aparecer alteraciones
morfolégicas en los peces, como mutaciones, algo de
gigantismo o enanismo, alteracibn en la coloracion,

perturbacion del desarrollo larval y presencia de tumores. Los

"“También llamada Red alimentaria, serie de cadenas alimentarias o tréficas intimamente relacionadas por las que
circulan energia y materiales en un ecosistema
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peces acumulan contaminantes en sus tejidos grasos,
provocando el envenenamiento crénico de las poblaciones que
se asientan tradicionalmente en las orillas de los rios para

proveerse de agua y alimento (o).

1.3.Rios de la Region Costa
Los principales sistemas de drenaje son el rio Guayas en el sur y el
rio Esmeraldas en el norte. El sistema del rio Guayas es el mayor y
mas importante de los rios de la region (21).
Desde su desembocadura hasta la ciudad de Guayaquil, el rio
Guayas es uno de los afluentes menos naturales y el que posee mas

de una via navegable comercialmente desarrollada (21).

Antes de llegar a la ciudad de Guayaquil, se divide en el rio Daule y el
rio Babahoyo, y una multitud de tributarios (21).

El desarrollo industrial y técnico en el Ecuador ha causado la
contaminacion de algunas zonas de la costa ecuatoriana. Segun
algunos estudios, las areas mas afectadas son el rio Guayas, el
Estero Salado y el rio Esmeraldas, a continuacion se describe a estos
ecosistemas, que han sido  afectados por  agentes

contaminantes procedentes de diversas fuentes (Tabla Il) (22):
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Tabla Il. Diferentes fuentes de contaminacion en rio Guayas, Estero

Salado y rio Esmeraldas. Fuente: Sol6rzano, L. 1989 (2.

Area Clasificaciéon Descripciéon

Escombros domésticos e
industriales, descargas de
Rio Guayas severo las ciudades cercanas a las
cuencas, residuos
agroquimicos de efluentes
del rio Guayas.

Estero Salado Escombros domeésticos e
serio industriales, descargas de la
ciudad y terminales
petroleras.

Rios Efluentes de la refineria,
Esmeraldas moderado que son llevados por el rio
Teaone.

1.3.1. Rio Guayas-Calidad del Agua

El rio Guayas recorre una distancia de 50km antes de llegar al
Golfo de Guayaquil. Se forma por los rios Daule y Babahoyo
(22)-

La explosién demografica, asi como el rapido crecimiento
industrial de Guayaquil ha aumentado el volumen de aguas
residuales mucho mas alla de la capacidad de los servicios de
la infraestructura existente, alterando asi las condiciones fisico-
quimicas de los cuerpos de agua que los reciben. Los valores
de oxigeno disuelto estan entre 2.7 y 4.7mgO2/I, con los valores
mas altos se encuentran en la zona adyacente al rio Babahoyo,

lejos de la influencia de las zonas pobladas; en cambio en el rio
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Daule donde se vierten los escombros de Guayaquil, los
niveles de oxigeno disminuyen a menos de 2.7mg O/l (22).

La cantidad de hidrocarburos disueltos y/o coloides
encontrados en los cursos mas bajos de los rios Babahoyo,
Daule y Guayas variaron entre 0.10 ug/l y 2.80ug/l. El valor mas
alto se registr6 de una muestra tomada en el rio Guayas

después del derrame de petréleo de un buque comercial (22).

1.3.2. Estero Salado-Calidad del Agua

El Estero Salado es una entrante de mar que se extiende desde
el Canal del Morro en el sur y para Guayaquil en el norte. Su
profundidad varia desde los 5 a 10 metros. Las mareas diarias
son de aproximadamente 3m de alto en el Canal del Morro,
3.5m en Puerto Nuevo en Guayaquil y 4m en las inmediaciones
de la Universidad de Guayaquil (22).

Los efluentes de aguas residuales entran al Estero Salado, a
razon de aproximadamente 100 I/seg., lo que equivale a
81,640 m® en 24 horas. Desde el canal del Morro a lugares
cercanos de Guayaquil, los niveles superficiales de oxigeno
fluctian entre 3y 4.7mg O/l (22).

Los niveles de hidrocarburos solubles y/o coloides fueron

relativamente bajos en las muestras tomadas del Estero Salado
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cerca de Guayaquil. De hecho, las muestras tomadas en todo el
Estero Salado mostraron valores inferiores a 2ug/l, excepto en
las muestras tomadas cerca de derrames ocasionados por

buques comerciales (22).

Sin embargo, han encontrado valores extremadamente altos en
el Estero del Muerto, una seccién del Estero Salado donde los

buques comerciales toman el crudo (2y).

1.3.3. Rios de Esmeraldas-Calidad del Agua
Los principales cuerpos de agua en la zona son los rios
Esmeraldas y Teaone (Fig. 1) los cuales son alimentados por
pequefios riachuelos que pueden llegar a ser significativos en
su caudal durante la época de lluvias. Igualmente, es
importante mencionar que la contaminacion urbana y agricola

es notable en la zona (23).

El rio Teaone (Fig. 2) es de menor caudal que el rio
Esmeraldas, pero por circular cerca de la refineria Esmeraldas,
aumenta su grado de vulnerabilidad, por lo que se le ha
categorizado como de alta sensibilidad en funcion de la calidad

de agua ().
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Fig. 1. Principales afluentes de la Fig. 2. Mancha de Crudo en
Provincia Esmeraldas. rio Teaone
Fuente: El Comercio 20/07/2011 (24 Fuente: La Hora Nacional

14/02/2011 (5,

La quebrada Winchele tributario del rio Esmeraldas ha sido
destacada como de alta sensibilidad a problemas de erosion y
deslizamientos por acumulacion de agua y por los derrames de
crudo ocurridos durante 1998 y 1999, que le han convertido en
una zona de alto riesgo. Mas de 700 barriles de crudo fueron
derramados el 31 de marzo de 1999, impactando los cuerpos
de agua de la zona (23). La refineria sistematicamente descarga
substancias toxicas de refinacion de petréleo todos los dias,
esta cuenca hidrografica en la actualidad enfrenta serios
problemas de contaminacion (24).

La refineria, contribuye con niveles altos y variables de
hidrocarburos aromaticos encontrandose los valores mas altos

(28,47 y 33,72 mg/l) durante la noche y madrugada, cabe
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anotar que este valor disminuye cuando se diluye con el caudal

del rio (23)-

Los rios son las principales fuentes de agua dulce superficial. A
pesar que esta agua dulce es abundante, la contaminacion del
agua es problema serio, especialmente cerca de las areas
pobladas. La contaminacién biolégica y quimica de Ilos
suministros de aguas superficiales se han extendido en su
mayoria, y las condiciones de abastecimiento de agua con

frecuencia se ve agravada por el crecimiento de la poblacion

(21)-

El crecimiento econdmico del Ecuador entre 1970 y 1980, junto
con el desarrollo industrial y tecnolégico, y, el aumento
acelerado de la poblacién produce graves efectos ecoldgicos.
La aplicacion de los detergentes de uso domeéstico, metales
pesados en la industria, los insecticidas en la agricultura y los
hidrocarburos en la produccion petrolera (como es el caso de la
cuenca amazonica y esmeraldas), para el transporte y otros
usos, aumentaron considerablemente, siendo estas las
principales fuentes de contaminacion. Los efectos de estas

sustancias en el medio ambiente llevd a la comunidad cientifica
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a investigar los niveles de estos materiales en los cuerpos de
agua que reciben los residuos domésticos e industriales de los

centros de mayor poblacion del pais (22).

1.4.Descripcion de tilapia nilética
1.4.1. Caracteristicas generales
La tilapia pertenece a la familia Cichlidae, esta familia es una de
las mas importantes de la ictiofauna'’ dulce-acuicola ().
Debido a su facilidad de adaptacion se encuentran actualmente
distribuidos en la mayoria de los paises tropicales vy
Subtropicales, como América Central, sur del Caribe, sur de
Norteamérica, el sudeste Asiatico, Medio Oriente y Africa.
Trewawas (1982) clasifica a las tilapias en cuatro géneros
segun sus habitos reproductivos: Oreochromis (Fig. 3),

Sarotherodon, Tilapia y Danakilia (7).
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Fig. 3. Juvenil de tilapia nilética (O. niloticus). Fuente: Bravo, E. 2007

"'Es el conjunto de especies de peces que existen en una determinada region biogeografica.
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Tabla Ill. Descripcion taxondémica de tilapia nilética (O.

niloticus). Fuente: Barrera, R. y Paz, C. 2006 (g).

Tilapia nilética
Phylum Chordata
Subphylum Vertebrata
Superclase Gnathostomata
Serie Pisces
Clase Actinopterygii
Orden Perciforme
Suborden Percoide
Familia Cichlidae
Género Oreochromis
Especie Oreochromis niloticus

1.4.3. Estructura y Biologia

Cuerpo  comprimido

lateralmente  alargado, escamas

cicloideas'. Perfiles superiores e inferiores casi igualmente

convexos. Posee 27 a 33 branquiespinas'®, en el primer arco

branquial (6. Para su locomocion posee aletas pares e

impares, las pares: pectorales y ventrales y las impares: dorsal

con 16 a 17 espinas y 11 a 15 radios blandos', aleta anal con 3

'2Son de forma ovalada, estan imbricadas unas con otras, es decir que la parte anterior de una escama esta por
debajo de la parte posterior de la otra. Ademas el borde posterior de estas escamas es liso.

3Permiten a los peces extraer las impurezas del agua, impidiendo asi que éstas se obturen. Ademas, en los peces
planctonicos, las particulas recogidas en las branquiespinas pasan directamente al estémago.

“Los radios son generalmente suaves, flexibles, divididos en segmentos, y pueden ser ramificados. Esta
segmentacion de radios es la diferencia principal que los separa de espinas dorsales.
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espinas y los radios son de 10-11 y aleta caudal truncada y
posee fuertes bandas verticales de color negro (2s). La boca es

protractil'®

, mandibula ancha, a menudo bordeada por labios
gruesos con dientes cénicos y en algunas ocasiones incisivos,
en otros casos puede presentar un puente carnoso (freno) que
se encuentra en el maxilar inferior, en la parte media debajo del

labio (27). Los machos maduros tienen pigmentacion gris o

rosada en la regidon de la garganta.

Color variable segun la distribucion: gris plateado uniforme con
matices violeta en los flancos, aleta dorsal y aletas pectorales
rojizas; varias bandas transversales en los peces jévenes.
Durante la época de reproduccion estos colores se acentuan

(26)-

Fig. 4. Estructura anatomica externa de O. niloticus. Fuente: Sincoagro,

2009 (27).

“Boca en la que al abrirse, la mandibula y el maxilar se proyectan hacia fuera formando un tubo cerrado
lateralmente por las membranas intermandibulares.
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La coloracibn es a menudo un método poco fiable para
distinguir a las especies ya que el medio ambiente, el estado de
su maduracion sexual y la fuente de alimento, influyen en gran

medida la intensidad del color (2g).

El dimorfismo sexual'® de la tilapia nilotica, en el caso de los
machos, la papila genital presenta un solo orificio, que es la
uretra; mientras que las hembras, presentan dos orificios: la

uretra y una ranura horizontal denominada oviducto genital (2g).

Fig. 5. Dimorfismo sexual, genitales de tilapia O. niloticus.

Fuente: Marcillo, E. y Landivar, J. 2008 (29).

"®Definido como las variaciones en la fisonomia externa, como forma, coloracion o tamafio, entre machos y hembras
de una misma especie.
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1.4.4. Alimentacion

Es un pez omnivoro, que se alimenta en ambientes naturales
de una amplia variedad de items, desde plancton, organismos
bentdnicos, invertebrados de la columna de agua, larvas de
peces, detritus”, etc., los juveniles, también consumen un
amplio rango de alimentos tanto de fitoplancton, zooplancton
asi como pequefios crustaceos (27), aunque no son piscivoras,
pueden abastecerse, ocasionalmente, de larvas de peces e
inclusive de las propias (3g). Si bien esta especie no ingiere
activamente vegetales superiores como otras, puede limitar su
crecimiento cuando es cultivada en estanques (31).

Los peces buscan invertebrados durante el dia e ingieren
principalmente aquellas bacterias contenidas en la materia

organica en descomposicion (14).

Los juveniles grandes y los adultos son muy territoriales y la

turbidez del agua reduce su agresividad (14).

1.4.5. Reproduccioén
Lo necesario para la reproduccion de tilapia es un estanque con

fondo arenoso y suelto, los machos en todos los casos y en

"Son residuos, generalmente solidos permanentes, que provienen de la descomposicion de fuentes organicas
(vegetales y animales).
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forma natural, comienzan a cavar hoyos en el fondo de los
cuerpos de agua donde habitan, aproximadamente de 35cm de

diametro por 6cm de profundidad (14) (26)-

La hembra es atraida hacia el nido en donde es cortejada por el
macho. La hembra deposita sus huevos (700 a 1000
huevecillos) en el nido, para que inmediatamente después

sean fertilizados por el macho (Fig. 6) (26) (30) -

Desove

Feces P
%3 et

Ovoposicion Ferntilizacion Colecta de huevos en la boca

Fig. 6. Proceso reproductivo de O. niloticus. Fuente: Saavedra, M.

200631

La hembra recoge a los huevos fertilizados con su boca y se
aleja del nido (Fig. 7) (30)- Antes de la eclosion los huevos son
incubados de 3 a 5 dias dentro de la boca de la hembra. Las
larvas al nacer quedan en la cavidad bucal hasta la reabsorcion
de su vesicula vitelina' y buscan a menudo refugio durante

varios dias, hasta después de inflar su vejiga natatoria (26) (31).

18Embriologl'a; llamada también saco vitelino, es aquella estructura que les provee de alimento suficiente durante las
24 horas siguientes a la eclosion.



26

Las hembras no se alimentan durante los periodos de

incubacion y cuidado de las larvas ().

Fig. 7. Hembra de O. niloticus recoge los huevos fertilizados. Fuente:

Saavedra, M. 2006 (31).

Después de esto los alevines'® salen (dura de 10 a 15 dias), y,
en éste periodo si los alevines se separan de la madre podran
valerse por si solos (siendo la funcion de ésta etapa de
proteccion contra los predadores). Las tilapias jovenes maduran
de los 2 a 3 meses y deben medir de 6 a 10cm de longitud, en
adelante se reproducen cada 3 o 6 semanas, cuando el agua
es templada; cuando la temperatura llega a los limites de
tolerancia la actividad reproductiva se suspende (14 (26).
1.4.5.1. Habitos Reproductivos
Es una especie muy prolifera, a edad temprana y tamafno
pequefio. Se reproduce entre 20 - 25 °C (trépico). El

huevo de mayor tamafio es mas eficiente para la

'“Se les designa asi a las crias recién nacidas de peces.
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eclosion y fecundidad (31). Permanece en cardumenes
mientras las condiciones no sean favorables para la
reproduccion. Los machos se separan y establecen
territorios que defienden, la temporada de desove?® es
todo el afo a intervalos de 30 a 60 dias, acentuandose
en marzo, mayo y septiembre. La incubacion y cuidados
estan a cargo de la hembra, la tilapia nilética es del

grupo de peces con incubacion bucal (Fig. 8) (26).

O)'

Hembra

.|.O

Macho

Hembra con
huevecillos en la boca

Fig. 8. Diferencias en boca de machos y hembras de O. niloticus.

Fuente: Saavedra, M. 2006 (3).

1.4.6. Ecologia
Es un ciclido de aguas lénticas, someras, claras o turbias,
prefiere aguas calidas, de fondo lodoso, tolera altas salinidades,

incluso las marinas (14) (26). Generalmente permanecen en zonas

Ppyesta de huevos o huevas de los peces.
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no muy profundas, cercanas a la orilla, donde construyen sus

nidos, los mismos que consisten en una excavacion en forma

de crater, cuyas dimensiones varian dependiendo de la longitud

del pez (29)-

1.4.7. Requerimientos Ambientales

Las tilapias son mas tolerantes que la mayoria de peces de

agua dulce cultivadas (30). Los requerimientos ambientales mas

importantes que se toman en consideracion en los procesos de

reproduccion de estos peces se detallan a continuacion (2g):

1.4.71.

1.4.7.2.

Salinidad

La mayoria de las especies de tilapias son eurihalinas y
pueden vivir en aguas salobres, mientras que otras
variedades viven en agua del mar, niveles sobre los
10ppt no son recomendables para la reproduccion de O.
niloticus (2g).

Temperatura

Las temperaturas letales se ubican entre los 10-11 °C.
Su alimentacion cesa y las enfermedades o muertes se
producen cuando se las maneja por debajo de los 16-
17°C. Cuando la temperatura excede los 37-38°C se

producen también problemas por estrés (3. La
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reproduccion de tilapias se da entre 22-32°C, el rango

optimo es de 26-29°C (2g).

1.4.7.3. Concentracion de Oxigeno disuelto (OD)
Es uno de los parametros mas importantes dentro de los
procesos de reproduccion. La tilapia, se desarrolla
normalmente en concentraciones de 5mg/L. Ademas
tienen la facultad de reducir el consumo de oxigeno
cuando las concentraciones del medio son bajas e
inferiores a 3mg/L. En estas condiciones el pez
disminuye su metabolismo (o).

1.4.7.4. pH del agua
Rangos entre 6.6-7.5 son Optimos; sin embargo, los
valores por debajo de 4 y superiores a 11 reducen la
supervivencia de los peces. Lecturas de pH entre 4.5-5.5

no permite la reproduccion (o).

1.4.8. Valor Comercial
Entre todas las especies pertenecientes al denominador comun
de tilapias, la “tilapia del Nilo o tilapia nilética” es la de mayor
conocimiento y produccion a nivel mundial, junto al hibrido de

“tilapia roja”. Por lo tanto, el género Oreochcromis es el que se
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considera de mayor importancia dentro de los cultivos
comerciales existentes (31).

El beneficio de la produccién de tilapia en el ingreso por hogar
puede ser mayor dado a la mayoria de tilapia cultivada por
pequeios productores en paises tropicales relativamente
pobres para consumo domestico, comercio local e
internacional. La tilapia se ha convertido en un producto

importante en el comercio internacional (o7).

1.5.Descripcion Morfolégica e Histolégica de Branquias e Higado

Las branquias son los érganos respiratorios en los peces, encargados
de realizar el intercambio gaseoso. El higado en los peces realiza
funciones tanto hepaticas como pancreaticas; es el o6rgano
metabolizador por excelencia de todas las sustancias que le llegan
por via sanguinea (3.
1.5.1. Branquias
En todos los peces, las branquias se encuentran situadas
bilateraimente en el cuerpo, se componen de dos arcos
branquiales en los cuales se hallan los filamentos (laminillas
primarias) que se disponen de manera opuesta en la base de
un arco branquial, branquiespinas, entre otras. En las dos caras

del filamento se disponen perpendicularmente las laminillas
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secundarias respecto al mismo, recorriendo cada superficie de
él, de lado a lado. El tejido conectivo del filamento esta
compuesto por diferentes tipos celulares, este tejido esta
recubierto por un epitelio plano simple y asi forman la mucosa.
Inmediatamente por debajo de su epitelio se observa su vaso
sanguineo con eritrocitos. Cada lumen capilar es delimitado y
separado por células con capacidad retractil, que se apilan
formando canales; llamadas Células Pilares (CP) (3. En la
base de las lamelas se encuentran las células cloro, son
osmoreguladora321, rica en mitocondrias, secreta NaCl
participando en el balance acido base y procesos de

aclimatacion ().

1.5.2. Higado
En la tilapia el higado se localiza en la region media y anterior
de la cavidad abdominal, se divide en Iébulos que se relacionan
con el intestino a lo largo de la cavidad (3;). Su tamario, forma y
volumen se adaptan al espacio disponible entre otros 6rganos
viscerales. El higado de la tilapia nilética (Oreochromis
niloticus) es un érgano grande y sélo tiene dos I6bulos (Fig. 9).

El I6bulo izquierdo es mas grande y se extiende a lo largo de

#os peces de agua dulce viven en un medio hipoténico por lo que el agua tiende a entrar en su cuerpo de forma
continua por 6smosis y a través de las branquias. Por ello, tienen que eliminar el exceso de agua, para lo cual los
rifiones reabsorben las sales pero muy poca agua, con lo que la orina esta muy diluida y es abundante.
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casi toda la cavidad. En la cara visceral presenta la impresion
del intestino. La vesicula biliar esta bien desarrollada y tiene

una forma redondeada.

El parénquima hepatico estd formado por los hepatocitos (34,
que son celulas poliédricas grandes con un nucleo redondo (3z)
y se extienden como cordones anastomosados dispuestos en
dos capas celulares y cercados por sinusoides (31) que esta

constituido por endotelio y lamina basal (3.

Fig. 9. Higado de O. niloticus mostrando dos l6bulos hepéaticos: derecho (rt)

e izquierdo (It). Fuente: Vicentini, C. et al. 2005 (34,

1.6.Técnicas Histoldgicas
Se llama técnica histolégica a la serie de pasos que han de darse
para obtener un preparado observable con el microscopio 6ptico. Es
un proceso largo que abarca desde el momento en que se toma el

material hasta que el preparado puede observarse (ss).
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La histologl'a22 en peces es un campo no investigado suficientemente.
Las diversas alteraciones histologicas que pueden observarse en los
peces como resultado de distintas situaciones (edad, stress,
infecciones, parasitos, sustancias toxicas como manifestaciones

carenciales, etc.) (sg).

1.6.1. Toma de material

El material ha de ser de un animal sano y normal. Si es posible
debe extraerse de un animal vivo y anestesiado, en caso
contrario, al menos han de extraerse €l o los 6rganos sanos lo
mas rapidamente posible después de la muerte. En la técnica
histolébgica muchos componentes texturales se pierden durante
los sucesivos pasos de la misma (3.

En cuanto la sangre deja de llevar oxigeno a los tejidos y de
extraerles el anhidrido carbdnico, las enzimas® de las células
que componen los tejidos comienzan a actuar y se produce la
autolisis®, las propias estructuras moleculares son deformadas,
que es lo que precisamente se evita. Los tejidos y érganos se

han de extraer considerando las siguientes prioridades (3s).

2Es |a ciencia que estudia todo lo referente a los tejidos orgéanicos: su estructura microscopica, su desarrollo y sus
funciones.

BConsideradas como unidad fundamental de la vida, son moléculas proteicas que tienen el poder de catalizar,
facilitar, y agilizar determinados procesos sintéticos y analiticos

Es un proceso bioldgico por el cual una célula se autodestruye, ya sea porque no es mas necesaria o porque esta
dafiada y debe prevenirse un dafio mayor.
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e Las glandulas exocrinas y endocrinas lo mas rapidamente
posible.

e El pancreas y el riidn deben extraerse no mas de 10 a
15min post-mortem.

e Otros 6rganos tales como intestino delgado y/o grueso,
estbmago, higado, se deben extraer no mas alla de los 30
min.

e Los musculos esqueléticos, huesos, piel, encéfalo, médula,
ganglios nerviosos no deben extraerse mas alla de 60min
post-mortem.

La cantidad de liquido fijador debe ser aproximadamente 10 a
20 veces el volumen de la muestra. Los fragmentos de érganos
no deben ser mayores de 1 cm de espesor; deben ser tomados
en angulos rectos a la superficie de los 6rganos y deben ser
suficientemente profundos para comprender los constituyentes
anatomicos normales. A veces pueden cortarse trozos de
organos de mayor tamafio, 2 o 3 cm y luego de algunas horas
en fijador, las piezas seran mas faciles de manejar, después se
realizan cortes mas pequefios de 10s mismos (3s) (36)-
1.6.2. Fijacién
La fijacion es una operacion destinada a “matar” las células,

conservandolas, cuanto sea posible en el estado en que estan
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durante la vida. Es una técnica que permite analizar las

caracteristicas de las células (quimicas y morfolégicas) y los

tejidos después de la muerte (3s).

El verdadero papel de la fijacion es el de producir una

coagulacion o una precipitacion lo mas completa posible, Una

buena fijacion debe (3s):

Inmovilizar la célula
Conservar exactamente todas las partes constitutivas.
No hacer aparecer artificialmente otros detalles en la

estructura.

La fijacion debe hacerse muy cuidadosamente antes de

proceder a la deshidratacion (sg).

1.6.2.1.

Fijador

Los fijadores son sustancias de composicion variable,
organicas o inorganicas y que pueden ser simples o
formados por la mezcla de varias sustancias
(compuestos) (3g).

Al sumergir un trozo de tejido en el fijador, todas las
células no mueren instantdneamente al mismo tiempo,
por lo que pueden producirse alteraciones a la falta de

oxigeno, cambios de pH, etc. Como el fijador penetra por
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difusion®, las células periféricas se fijan mejor y mas

rapidamente que las del centro (3.

Cualidades del Fijador

El fijador ideal seria aquel que conservase la célula en

un estado idéntico al estado viviente, este fijador en

realidad no existe, por eso debemos buscar una serie de

cualidades en el fijador a utilizar que nos acerquen lo

mas posible al “ideal”. Para que una sustancia sea un

buen fijador debe presentar las siguientes caracteristicas

(35) (36)-

Gran poder de penetracion: de esta manera el
liquido puede fijar muy bien las zonas mas
profundas e igualmente las capas superficiales.
Que actue rapidamente precipitando (coagular) el
coloide  celular, sin causar alteraciones
morfoldgicas.

Deben presentar un pH generalmente acido, ya
que los fijadores alcalinos provocan alteraciones
No deben entorpecer los métodos de inclusion,

microtomia y coloracion.

®Es el movimiento neto de sustancia (liquida o gaseosa) de un area de alta concentracién a una de baja

concentracion.
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1.6.2.3. Agentes fijadores
Los fijadores se pueden clasificar de la siguiente manera
(36)-
a) Fisicos

e Calor: Ejerce una accion muy diferente segun
se aplique a objetos secos o humedos

e Frio: Endurece los tejidos y suspende las
alteraciones celulares debidas a la necrosis y a
la autodigestion.

b) Quimicos

e Simples (cuya férmula es una solucion
filadora): acido acético, acido 6smico, acido
picrico, alcohol etilico, formaldehido, etc.

e Compuestos (cuya férmula presenta varias
soluciones fijadoras. Se utilizan para técnicas
de rutina o para técnicas especiales, entre
ellas: de von Tellyesniczki®®, de Bouin®, de

Carnoy?®.

%Formada por: bicromato de potasio (3g) acido acético (5cc.) y agua destilada (100cc), el bicromato conserva bien
el citoplasma. El acido acético conserva bien los nucleos.

ZComponentes: solucién saturada de acido picrico 15¢cc, formol 40% 5cc y acido acético 1cc. Es uno de los mejores
fijadores para el estudio del glucégeno.

% Componentes: alcohol etilico (60ml), cloroformo (30ml) y acido acético glacial (10 ml). Este fijador es muy
adecuado para pequefios fragmentos tisulares, también inicia la deshidratacion, es un buen fijador para el
glucdgeno, los nucleos se tifien bien.
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Los fijadores pueden ser a base de alcohol, formol, sales
de cromo, bicloruro de mercurio y otros. Es muy
importante saber elegir el fijador, segun el tejido que se
va a trabajar, ya sea vegetal o animal, histolégico o
citolégico, si el resultado lo queremos especifico sobre
determinadas estructuras celulares, o bien si la

observacion es con microscopio optico o electronico (ss).

Conservacion morfolégica de los Tejidos
Una accion rapida y enérgica del reactivo impide bien las
alteraciones espontaneas post-mortem, pero este

modifica también la estructura celular (3s).

Los mejores fijadores son los que ademas de actuar
rapidamente producen el menor numero posible de
reacciones (modificaciones) secundarias o artificios,
capaces de darnos una idea muy falseada de la
morfologia interna de la célula. Un tejido bien fijado
mostrara células plenas, no vacuolizadas, ni hinchadas,
ni arrugadas, sino presentando muchos detalles de
estructura fina. Debe endurecerlos suficientemente para

permitirles  resistir  sin  deformarse, todas las
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manipulaciones subsiguientes (deshidratacion, inclusion,

cortes, etc.) (3s).

1.6.3. Deshidratacion

Los tejidos contienen grandes cantidades de agua, tanto

intracelular como extracelular, que debe ser eliminada y

reemplazada por parafina (ss).

Detencidn de la fijacién

Una vez transcurrido el tiempo de fijacién deseado es
preciso detenerlo rapidamente. El fijador que rodea la
pieza puede ser eliminado por lavado en (5. agua y

alcohol.

La deshidratacion se realiza por medio de un reactivo
anhidro pero avido de agua. Puede utilizarse la acetona
o el alcohol etilico (es el mas utilizado), esta se hace en
forma progresiva con sucesivos bafios de alcohol, cada
vez menos hidratados 70%— 80%— 90%— 96%— 100% (3s)
(36)-

A continuacion los tiempos de permanencia en cada

liquido:
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Alcohol 70 —  las piezas pueden permanecer
varios dias.

Alcohol 96 —— 2 bafios en un lapso de 24 h.
Alcohol 100 —— 3 bafios de una hora c/u.

e Preparacién para la inclusion

El aclaramiento o desalcoholizacion permite que el
alcohol de los tejidos sea reemplazado por un liquido
(solvente) que disuelva la parafina con la cual el tejido va
a ser impregnado. La palabra aclarar proviene ademas
de eliminar el alcohol muchas de estas sustancias tienen
la propiedad de trasparentar los tejidos (3s).

Entre los solventes mas utilizados tenemos: Benceno —
xileno — tolueno — cloroformo — fenol en alcohol —

carbolxilol — etc. (3s).

1.6.4. Inclusion
Las piezas fijadas antes de proceder a cortarlas deben ser
incluidas en medio plastico (parafina), debe ser lo mas neutro
posible en la inclusidn, no se trata de un simple englobamiento,
sino que debe haber una verdadera impregnacion a nivel
celular (35. En la técnica de inclusion, la pieza debe someterse

a una serie de tratamientos sucesivos, cada uno de los cuales
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esta destinado a preparar la penetracion del siguiente y en
eliminar el anterior. Cada disolvente debe ser miscible con el
que le ha precedido y con el que le sigue (3g).

Si la inclusién se hace en un medio no hidrosoluble, el material
debe estar totalmente deshidratado, por lo que se sometera a
sucesivos bafios de alcohol de creciente concentracion hasta
que desaparezca el menor vestigio de agua. La graduacion
exacta de los alcoholes es de poca importancia a excepcion del
alcohol absoluto, asi como la permanencia del material en cada
uno de los bafos, ya que depende de numerosos factores

como tipo de pieza, grado de hidratacion, etc. (s).

1.6.4.1. Parafina
La parafina es un hidrocarburo solido no ciclico, con
escasa elasticidad que penetra en los tejidos, ocupando
hasta sus ultimos intersticios. Una temperatura mayor de
65°C llega a disolverla, existen parafinas que funden a
distintas temperaturas, para la mayoria de los trabajos

pueden utilizarse las que lo hacen a 56-58°C (35).

El Tiempo de cada bano de parafina, depende un poco

del tamafno de cada pieza. En cada recipiente pueden
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estar de 2 a 3 h. La inclusién consiste en encerrar cada

pieza dentro de un bloque de parafina pura (ss).

1.6.5. Cortes

Como la finalidad de todos estos pasos es poder observar los
tejidos con el microscopio, es necesario reducir las piezas
histologicas a delgadas secciones (3s).

Las secciones finas y parejas se obtienen con el micrétomo
(Fig. 10). Este aparato consiste basicamente en una base
pesada que soporta una superficie por la que se desliza una
cuchilla, un tornillo que acerque el material y lo ponga al

alcance del filo de la navaja, de modo que siempre su avance

ofrezca la misma medida del material (3s).
- "

Fig. 10. Micrétomo y elaboracién de cortes. Por Cristina Jines.
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1.6.6. Tincion
El propdsito de una tincion histolégica es hacer facilmente
visibles estructuras histologicas. Ademas, permite diferenciar
los componentes celulares (nucleo, citoplasma, granulos
secretorios, etc.). Segun la técnica de coloracion que
escojamos podremos colorear los componentes que
necesitemos observar. Para que el corte pueda ser tefiido, debe
estar completamente libre de parafina y suficientemente

hidratado (35)-

1.6.6.1. Colorantes
Los colorantes son cuerpos quimicos disueltos en agua
destilada o a veces en alcohol. La parafina no se mezcla
con ellos, como aquella ha penetrado en el interior de las

células estas no podran ser tefiidas (3.

La mayor parte de los colorantes artificiales (y aun los
naturales como la hematoxilina), derivan de cuerpos
incoloros, por ejemplo de carburos aromaticos. La
coloracion es la propiedad que tienen ciertos cuerpos de

ejercer una absorcion selectiva sobre la luz (3s) (3s).
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1.6.6.2. Tipos de Tinciones
Existen dos tipos de tinciones (3s):

a) Directas: Se producen por inmersiéon en el bafio
colorante.

b) Indirectas: En este tipo de tincidn, el colorante no
puede actuar directamente, el objeto que coloree
debe ser tratado de antemano por otra sustancia
que prepare para admitir el colorante, esta se llama
mordiente®.

1.6.6.3. Clasificacion de colorantes
Puede hacerse desde el punto de vista quimico (por su
naturaleza) o desde el punto de vista histolégico (por su
uso) (3s):

e Desde el punto de vista quimico los colorantes se
agrupan conforme a su constitucion.

e Desde el punto de vista histolégico se los clasifica

en naturales y artificiales.

a. Colorantes naturales:
En todos ellos hay un colorante principal producido

por la naturaleza que luego la técnica del hombre

% E| mordiente es un intermediario entre el colorante y el tejido, en general entre dos cuerpos que quimicamente
carecen de afinidad. De alguna manera activa las moléculas del tejido y forma con ellas una union firme y estable.
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ha sabido extraer, componer y hacerlo efectivo,
entre ellos (3s5):

e Hematoxilina, es un polvo cristalino, casi
incoloro o algo amarillento a veces mas
oscuro. Esta sustancia, como tal, aunque
esté disuelta en agua o en alcohol de 96° o
de 100°, es incapaz de colorear, para poder
hacerlo, debe sufrir una oxidacién. La
hematoxilina oxidada es hemateina y bajo
este cambio fisico -quimico y la unién con
una base es capaz de colorear, la base es
conocida como mordiente.

e Orceina: Es un colorante extraido de ciertos
liquenes. Es un acido débil. Utilizando una
mezcla en que el acido acético actua como
mordiente se utiliza para colorear
cromosomas. También colorea las fibras

elasticas.

b. Colorantes artificiales
Algunos son colorantes del nucleo y otros del

citoplasma. Son sales producidas de la unién de
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una base y un acido. Se ha dividido a los colorantes
segun su afinidad que presentan con el nucleo o
con el citoplasma (3s):

e Colorantes para el nucleo o basicos: Su
base es la que se combina con los acidos
nucleicos, por lo tanto ésta es la coloreada.
El acido es el incoloro.

e Colorantes para el citoplasma o acidos: El
acido del colorante es el que se combina
con el citoplasma. La base es la incolora.

e Colorantes neutros: tanto el acido como la

base son coloreados.



CAPITULOIII

2. MATERIALES Y METODOS

2.1.Localizaciéon
Este trabajo de investigacion, para bioensayo se realiz6 en el
laboratorio EPA®* y Acuario del Instituto Nacional de Pesca (INP),
mientras que los cortes histolégicos de los especimenes se

efectuaron en el Centro de Servicios para la Acuicultura (CSA).

% EPA- Laboratorio de Ensayos de Productos de uso Acuicola
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2.2.Materiales y Equipos utilizados
2.2.1. Ensayo y toma de Muestra
Los recipientes de experimentacion fueron acuarios
rectangulares de vidrio con capacidad de 32L. Ademas
utilizamos una red de nylon, alimento balanceado, mangueras
plasticas, compresor de aire, piedra difusora, tijeras de
diseccion, bisturi, frascos plasticos (60ml), Formalina (40%)>".
Para pesar y medir los especimenes se usOG una balanza
eléctrica marca Scout Pro SP202 y un ictidmetro®* manual,
respectivamente. La medicion de los parametros fisicos tanto

en aclimatacion como en ensayo se ejecuté con el equipo Orion

5 Star.

2.2.2. Equipos-Histologia
Para la parte histolégica se manejé etanol a diferentes
concentraciones, a mas de lo anterior, xilol (100%), pinzas,
vasos de precipitacion (100ml), cassesttes histologicos®,

moldes de inclusion, embudo, porta-objetos, cubre-objetos,

% La Formalina al 40% también llamada formol, es un liquido incoloro de olor penetrante y sofocante. Esta resulta
de la disolucion de formaldehido en agua con una proporcién de alrededor del 40% en peso. Ademas contiene
alcohol metilico como estabilizante.

2 Esun aparato de uso en Ictiologia que permite cuantificar la longitud de los peces. Puede emplearse en el campo,
con peces Vivos 0 anestesiados, o en el laboratorio, sobre ejemplares fijados.

3 Utilizaos en las técnicas histologicas, llamados también cassettes de inclusion, son totalmente resistentes a los
disolventes organicos y a los agentes decalcificantes.
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calentador de agua, colorante H&E3*, cubeta de tincién plastica,
solucion de resina marca Paradon, papel aluminio y caja
portaobjetos. Los banos de parafina se efectuaron en el equipo
Shandon Citadel 1000, mientras que los cortes fueron
realizados en el micrétomo®® Shandon AS325 al final se colocd
los portaobjetos en una estufa electrotérmica.
2.2.3. Especies utilizadas

Para la ejecucion del experimento se utilizé una poblacién de O.
niloticus (166 peces) que provienen de la empresa acuicola
PRODUMAR S.A., ubicada en el km 8 1/2 via Duran-Tambo,
esta granja acuicola se encarga del mantenimiento y crianza de
tilapias, las mismas que permanecen en ambientes libres de

contaminantes.

2.2.4. Contaminante
Los ensayos se efectuaron con Diesel, midiendo los efectos
para O. niloticus a diferentes concentraciones: 513mg/L dosis
baja, 2050mg/L dosis media y 5125mg/L dosis alta. Se definid
como criterio de muerte en la especie, la falta de movimiento en

el agua del ejemplar.

* Tincién Hematoxilina y eosina, es el método de tincion mas popular en histologia.

% Es un instrumento de corte que permite obtener rebanadas muy finas de material histolégico, conocidas como
secciones.
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2.3.Metodologia
2.3.1. Aclimatacién
Los organismos fueron sometidos a una aclimatacion de nueve
dias bajo las mismas condiciones experimentales (Fig. 11),
entre ellas, temperatura (21-26°C), oxigeno disuelto (>3mg/L),
pH (7), conductividad® (95.7uS/cm), estos parametros se
tomaron durante toda la etapa del proyecto. La alimentacion de
los organismos fue a base de balanceado una vez por dia
durante el proceso de adaptacion, concluido este periodo de
prueba, los peces dejaron de ser alimentados 24 horas antes

del inicio del ensayo.

Fig. 11. Peceras instaladas en el laboratorio EPA y Acuario del INP. Por

Cristina Jines

*®Esla capacidad de un medio (agua) para conducir la corriente eléctrica, es decir, para permitir el paso a través de
las particulas cargadas como iones, los que transportan la carga en disoluciones de electrolitros.
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2.3.2. Ensayo

Para este estudio se us6 128 peces, en etapa juvenil, machos,
con un longitud promedio de 7.4cm y un peso promedio de
7.02¢g, donde se coloco de 10-11 especimenes en cada uno de
los acuarios.

Se realiz6 un ensayo estatico®” con un periodo de 96 h, que
inicio el décimo dia, con cuatro tratamientos designados como
T1 (dosis baja), T2 (dosis media), T3 (dosis alta) y T4 (control o
testigo®®). Estas dosis fueron calculadas utilizando la densidad
del contaminante (Diesel) mediante la férmula , o= migr)

Viml)

valor de 0.82 g/L.

2.3.3. Diseno Experimental
Se utilizé en el laboratorio un disefio de Bloques Completos al

azar con cuatro tratamientos y tres repeticiones.

2.3.3.1. Descripcion de Tratamientos (Tabla IV)
En la siguiente tabla se mostré las diferentes dosis de
forma ordenada tanto para concentracion, tratamiento (T)

y repeticion (R).

% Son ensayos generalmente de corta duracion en los que los organismos estan durante todo el periodo de
experimentacion en el mismo medio.

% Es el tratamiento de comparacion adicional.
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Tabla IV. Descripcién de los tratamientos estudiados.

Fuente: Cristina Jines.

2.3.3.2. Esquema del analisis de Varianza®® (Tabla V)
Tabla V. Analisis de varianza a partir del diseno

experimental. Fuente: Cristina Jines

Fuente de Variacion Grados de Libertad
Tratamientos 3
Error Experimental 8
Total 11

2.3.1. Manejo del Experimento
Después de la aclimatacién, se coloco en cada acuario 22L de

agua potable, dejando que el cloro se evapore por 24h, se

* Es una coleccion de modelos estadisticos y sus procedimientos asociados, en el cual la varianza esta
particionada en ciertos componentes debidos a diferentes variables explicativas.
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vertié diesel segun las dosis en el agua, sin homogenizacion ni
renovacion periédica de ésta, con aeracion continua y

manteniéndose la temperatura a 24°C, aproximadamente (Fig.

12 a,byc).

Fig. 12. a) Aplicacion de la dosis baja; b) Aplicacion de la dosis mediana y c)

Aplicacion de dosis alta. Por Cristina Jines.

Cada una de las peceras fueron monitoreadas durante las 96
horas (4 dias) tanto en la mafana como en la tarde, para
observar cualquier cambio en el comportamiento de los
organismos. Asimismo se procedi6 a medir los parametros

fisicos durante el ensayo (Fig. 13).
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Fig. 13. a) Potenciémetro y b) Medicién de parametros en cada una de las

peceras. Por Cristina Jines

Se efectuaron a las 24h, 48h, 72h y 96h*° @7) las siguientes

observaciones para O. niloticus: numero de individuos muertos,

pérdida de equilibrio, agresividad, letargo, falta de movimiento,

pigmentacién de ojos y piel.

2.3.2. Cortes Histolégicos
2.3.5.1. Disecciéon y Recoleccion de muestras

Los tejidos de peces fueron procesados por el método de
38). Se procurd6 que la toma de muestras de los
especimenes*' sea durante un estado agdnico o en la
etapa de deceso. Para este proyecto se diseco tejido del

|42

segundo arco branquial™ izquierdo e higado (Fig.14).

“ Se determind observaciones de comportamiento y mortalidad cada 24h por finalizar el ensayo de 96h (4 dias).

1 Significa muestra o ejemplar.

“2 Arcos 6seos que forman parte de la estructura de la branquia, de cada arco branquial salen dos filas de filamentos
branquiales y cada filamento lleva una serie de laminillas en donde tiene lugar el intercambio de gases.
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Fig. 14. Diseccion lateral izquierda de O. niloticus. Por Cristina

Jines.

Estas muestras fueron fijadas en frascos plasticos de

60ml con formalina buffer al 40% por 24 horas (Fig. 15).

A 4

Fig. 15. Conservacion de branquias e higado disecados en

Formalina (40%). Por Cristina Jines
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Luego de este procedimiento las muestras fueron
cambiadas a etanol al 50%, inmediatamente se ubicaron
en los cassettes histolégicos, tanto tejido de higado

como branquias, para continuar con el siguiente paso

(Fig. 16).

Fig. 16. a y b) Cambio de érganos disecados en Formalina (40%) a
etanol (50%); c) Higado y branquia colocados en cassettes

histolégicos. Por Cristina Jines.

Deshidratacion
Para deshidratar las muestras, se procedid¢ a lavarlas
con etanol a diferentes porcentajes para eliminar el

fijador, los lavados con el quimico siguen un orden
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sucesivo: (Fig. 17) etanol al 70%, etanol al 80%, etanol al
95% y dos lavados a etanol al 100%, todos se los hizo a
intervalos de una hora cada uno, a excepcion del ultimo
donde se dejo reposar las muestras durante toda la

noche, cubiertos con papel aluminio.

g

Fig. 17. Bafio de cassettes histolégicos a diferentes porcentajes de

etanol. Por Cristina Jines.

Inclusion

Al dia siguiente, los cassettes fueron cambiados a 2
bafos de xilol (100%) por una hora cada uno,
transcurrido el tiempo se realizé dos bafios de parafina

de igual forma una hora cada uno (Fig. 18 ay b).
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Fig. 18. a) Cassettes bafiados en xilol; b) Cassettes en bafio de

parafina. Por Cristina Jines.

Sin dilacion se empezé a formar los bloques en los
cassettes en cuyo interior contenian los tejidos de los

organos anteriormente mencionados (Fig. 19 ay b).

Fig. 19. Formacion de los bloques, a) en moldes de acero y b)

moldes etiquetados. Por Cristina Jines.

2.3.5.4. Cortes y Tincion
Una vez que la parafina se endurece, se elaboraron

cortes de 5u en el microtomo Shandon Citadel 1000, los
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cuales fueron colocados primero en un recipiente con
agua fria, donde se recogid la lamina con wun
portaobjetos y se colocd en otro recipiente con agua
caliente que ayuda a que el corte se pueda fijar en la
placa, al final se dej6 secar durante toda la noche en la
estufa electrodérmica, procediendo al dia siguiente con

la tincion (Fig. 20 a, by c).

Fprs
K

Fig. 20. Cortes y fijacion de cortes a) Bloque colocado en el
micrétomo posterior a realizarse los cortes; ¢ y b) Los cortes fueron
recolectados en portaobjetos y fijados a través de un medio frio y

caliente. Por Cristina Jines.
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Con la aplicacion del método de tincion H&E de (3s), se
procedid la tincion con dos bafos de xilol por 5min cada

uno para eliminar la parafina (Fig.21).

Fig. 21. Placas histoldgicas recibiendo bafios de xilol 100%. Por

Cristina Jines.

Inmediatamente se realizaron banos de etanol (Fig. 22a):
100% (2)®, 95% (2), 80% (1), agua destilada,
posteriormente se tifieron las placas con hematoxilina
(H) (Fig. 22b) y se retir6 el exceso del colorante, a
continuacidon se sumergieron las placas en etanol al
80%, para luego bafarlas en eosina (E) (Fig. 22c),
finalmente se pasaron por bafios de etanol siguiendo un

orden contrario: 95% (2) y 100% (2).

“*El nimero 1 y 2 entre paréntesis significa una/dos veces se repite el bafio de etanol en diferentes porcentajes.
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Fig. 22. Proceso de tincion. a) Recipientes de vidrio con etanol a
diferentes porcentajes, agua destilada, hematoxilina y eosina. b)
Placas durante la tincion con hematoxilina. ¢) Placas durante la

tincién con eosina. Por Cristina Jines.

Para finalizar se ejecutd 2 bafios de xilol y se cubrieron
los cortes tefidos con cubre-objetos, con la ayuda de
una solucién de resina (Paradon), procurando eliminar
cualquier tipo de desperfecto en la placa (Fig. 23 a, b, cy

d).
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Fig. 23. Montado de placas histolégicas. a) Banos de xilol 100%. b)
Placa con resina para cubrir la muestra. c) y d) Secado y verificacion

de cualquier desperfecto en la placa. Por Cristina Jines.

2.4.Datos

Tabla. VI. Escala arbitraria (Vacuolizacién**, Degeneracion celular®®, Nucleos
picnoticos*® y Telangiectasis*’). Fuente: Cristina Jines.

Numero escala Valor Porcentaje %
1 0= Sin dafo
2 25=Leve
3 75=Moderado
4 100=Severo

* Proceso de formacion de vacuolas que tiene lugar en los procesos de degeneracion celular.
“*Destruccion total de las células que forman parte del arco branquial.
“¢ Nucleo celular, cuya cromatina esta extremadamente condensada debido a un proceso patoldgico.

“"Es la pérdida de la integridad vascular de la branquia, causada por la ruptura de las células pilares o sus uniones.
Esto trae como consecuencia la dilatacion de los capilares y acumulacién de eritrocitos.



Tabla VII. Dafios histolégicos mas sobresalientes en branquias de O. niloticus. Fuente: Cristina Jines

REPETICIONES (Tejido Branquias)
TRATAMIENTOS ' i Wi
Necrosis | X | Telangiectasis | X | Necrosis | X | Telangiectasis | X | Necrosis | X | Telangiectasis | X
P1 [ P2 P1 P2 P1 [ P2 P1 P2 P1 [ P2 P1 P2
T1(513mg/L) 25 0 25 0 50 25 25 | 25| 25 25 0 125| 0 25 [ 12.5 25 25 25
T2(2050mg/L) 50 | 75 | 62.5 25 25 25 75 | 75| 75 25 25 25 50 | 75 75 50 25 37.5
T3(5125mg/L) 100 | 100 | 100 25 0 12.5 | 100 | 75 | 87.5 50 75 50 | 100 | 100 | 100 0 25 12.5
T4(Testigo) 0ol 0] o 0 0 0 0o [0 o 0 0 0o (o0 o 0 0 0
Tabla VIII. Dafios histologicos mas sobresalientes en higado de O. niloticus.. Fuente: Cristina Jines
REPETICIONES (Tejido Higado)
| 1 1}
TRATAMIENTOS | vacuolizacion Ntcleos Vacuolizacién Nucleos Vacuolizacién Ntcleos
X | Picnéticos X | Picnéticos | X X Picnéticos X
P1 P2 P1 [ P2 P1 P2 P1 [ P2 P1 P2 P1 [ P2
T1 (513mg/L) 25 25 25 25 50 |37.5 50 50 50 25 50 |37.5 25 25 25 25 50 | 375
T2 (2050mg/L) 50 75 62.5( 50 25 375 75 75 75 50 50 50 75 75 75 50 25 | 375
T3 (5125mgl/L) 100 75 87.5( 50 25 1375 100 100 (100 75 75 75 100 75 875 75 75 75
T4 (Testigo) 0 0 0 0 0 0 0 0 (O 0 0 0 0 0 0 0 0

63
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Tabla IX. Muerte registrada en O.niloticus por tratamiento con cada una de
sus repeticiones, durante 96 horas. Fuente: Cristina Jines

TIEMPO DE MUERTE Y REPETICIONES POR TRATAMIENTO
24H
TRATAMIENTOS| | I I TM) | X(V) | X(W)
VM| VM|V M
T1(513mg/L) | 10| 0 [11] 0 [11] 0 0 10.7 0
T2 (2050mg/L) | 10| 1 | 11| 0 | 10| O 1 10.3 0.3
T3(5125mg/L) | 9 | 2 | 10| 0 |11 O 2 10 0.6
T4 (Testigo) | 11| 0 |10 1 |10 O 1 10.3 0.3
48H
T1(513mg/L) | 10] 0 [11] 0 [11] O 0 10.7 0
T2 (2050mg/L) 10| 0 |11 0 | 7 | 3 3 9.3 1
T3(5125mglL) | 5 | 4 1 [11] 0 5 8.3 1.7
T4 (Testigo) | 11| 0 |[10| 0 |10 O 0 10.3 0
72H
T1(513mg/L) | 8| 2 | 8] 3 [10] 1 6 8.7 2
T2(2050mg/L) | 8 | 2 |[10| 1 | 2| 5 8 6.7 2.7
T3(5125mg/L) |0 | 5 | 4 | 5 | 6| 5 15 3.3 5
T4 (Testigo) | 11| 0 | 10 9 | 1 1 10 0.3
96H
T1(513mg/L) | 1 | 7 | 4 55 16 3.3 53
T2 (2050mg/L) 0 (10| 0 |2 19 0.3 6.3
T3(5125mg/L) | 0 | 11| O 0|6 | 21 0 7
T4 (Testigo) | 10| 1 | 9 712 4 8.7 1.3




Cambios en la especie Oreochromis niloticus causados por Diesel

1 No hay cambio-0%

B cambio moderado-50% [] Cambio alto-100%

Tabla X. Cambios del Comportamiento en O. niloticus 24H después de iniciado el Ensayo. Fuente: Cristina Jines

TRATAMIENTOS

REPETICIONES Y CAMBIOS 24H

Pigmentaciéon

de ojos

Pigmentacién
Del cuerpo

Agresividad Perdida de Letargo Falta de
Equilibrio Movimiento

T1(513mglL)

T2(2050mg/L)

T3(5125mglL)

T4(Testigo)
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Tabla XI. Cambios del Comportamiento en O. niloticus 48H después de iniciado el Ensayo. Fuente: Cristina Jines

TRATAMIENTOS

REPETICIONES Y CAMBIOS 48H

Pigmentacién
de ojos

Pigmentacién
Del cuerpo

Agresividad Perdida de Falta de
Equilibrio Movimiento

Letargo

T1(513mgJL)

T2(2050mg/L)

T3(5125mg/L)

T4(Testigo)
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Tabla Xll. Cambios del Comportamiento en O. niloticus 72H después de iniciado el Ensayo. Fuente: Cristina Jines

TRATAMIENTOS

REPETICIONES Y CAMBIOS 72H

Pigmentacion
de ojos

Pigmentacion
Del cuerpo

Agresividad

Perdida de
Equilibrio

Letargo

Falta de
Movimiento

T1(513mglL)

T2(2050mgl/L)

T3(5125mgl/L)

T4(Testigo)
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Tabla XIIl. Cambios del Comportamiento en O. niloticus 96H después de iniciado el Ensayo. Fuente: Cristina Jines

TRATAMIENTOS

REPETICIONES Y CAMBIOS 96H

Pigmentacion
de ojos

Pigmentacion
Del cuerpo

Agresividad

Perdida de
Equilibrio

Letargo

Falta de
Movimiento

T1(513mg/L)

T2(2050mg/L)

T3(5125mglL)

T4(Testigo)

68



Tabla XIV. Parametros fisicos tomados durante la Aclimatacion. Fuente: Cristina Jines.

PARAMETROS RECIPIENTES
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

(T3-RI) | (T4-RIl) | (T1-Rill) | (T4-RI) | (T2-RHl) | (T3-Ril) | (T2-R)) | (T1-RH) | (T4-RWl) | (T1-RI) | (T3-Ril) | (T2-Rill)

TEMPERATURA | 244 | 244 | 242 | 241 | 242 | 241 234 | 238 | 239 | 238 | 243 | 243
Ph 699 | 7,37 | 7.32 | 729 | 748 | 7.00 | 712 | 7.66 | 744 | 724 | 740 | 7.5

CONDUCTIVIDAD | 77,8 | 802 | 822 | 929 | 96 | 786 | 741 | 1650 | 1322 | 1084 | 937 | 666
OXIGENO (mg/L) | 4,99 | 619 | 781 | 809 | 58 | 415 | 671 868 | 504 | 356 | 639 | 934
OXIGENO (%Sat) | 608 | 742 | 935 | 956 | 695 | 491 797 | 1045 | 609 | 432 | 760 | 1120




Tabla XV. Parametros fisicos tomados durante el proceso de ensayo por tratamiento y repeticién. Fuente: Cristina Jines.

PARAMETROS
TRATAMIENTOS TEMPERATURA pH CONDUCTIVIDAD | OXIGENO (mg/l) | OXIGENO (%Sat.)
(°C) Ms/cm)
I ! [} I ! [} I ! [} I ! ]! I | [

1 (513mg/L) 237 236 | 238 | 792 | 7.74 | 751 | 936 | N 89.2 | 292 | 472 569 346 56 |684

2 (2050mg/L) 235 239 244 | 757 753 | 7.30 14411594 | 79.2 | 0.85 | 4.3 57 | 10.2 | 51.8 | 68.7

3 (5125mgl/L) 24 24 | 23,6 | 7.06 | 6.90 | 747 [138.6 109.1 1145| 1.71 | 297 | 0.02 | 20.5 | 39.6 | 0.2

4 (Testigo) 239 | 24 | 237 | 756 781 | 757 | 141 | 83.6 |119.6  6.15 | 6.22 | 796 | 74 | 73.4 | 941
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CAPITULO Il

3. ANALISIS DE RESULTADOS

3.1.Comportamiento

CAMBIOS EN EL COMPORTAMIENTO DE LA ESPECIE O. niloticus

DURANTE 24H
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Cambios del Comportamiento

Fig. 24. Cambios de comportamiento de O. niloticus originado por diferentes dosis

de Diesel, 24h después de iniciado el ensayo. Por Cristina Jines.
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La Figura 24 muestra que durante las primeras 24h del ensayo, el
tratamiento con la dosis T3 (5125mg/L) mostré cambios en todas las
variables propuestas de comportamiento para los organismos, el
cambio mas evidente fue la pérdida de equilibrio y letargo que
presentaron un 83.3% de alteracion, seguidas de la pigmentacion de
piel, ojos y agresividad que alcanzaron valores del 50% vy finalmente
la variable falta de movimiento con un porcentaje del 16.7% no

presentaron ninguna incidencia de cambio.

La coloracion original de los peces fue plateada para la piel y amarillo
claro para los ojos (Anexo A), al final de las 24h la pigmentacion
resultante en ambos 6rganos fue: plateado con rayas y anaranjado

amarillo (Anexo A) respectivamente.

Los demas tratamientos con las dosis de 513mg/L y 2050mg/L, no
tuvieron gran variacion en la conducta, solamente la agresividad y el
letargo respectivamente en el cual se incluye al tratamiento control,
cuyos valores fueron entre 16.7% y 50%.

Cabe recalcar que la agresividad se puede presentar por la falta de
alimento, por el estrés ante cualquier clase de contaminante al cual
estaban sometidos los especimenes, asi como por el territorialismo

que defiende el area para atraer a las hembras (7).
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CAMBIOS EN EL COMPORTAMIENTO DE LA ESPECIE O. niloticus
DURANTE 48H

2 100 —
S
g 80
o]
@ . "
E 60 B TL{513mg/L)
= B T2{2050mg/L}
§ 40 — T3{5125mg/L}
E 20 I B T4{Testigo)
O I
\o‘° & & ©© &£ (\.@
e e 8 & 3@ &
83 o o & & &
o B -o(‘ (& o A
B & NS e <&
¥ {3
& & P ¥
& & N
& & O 2
g% < ¥ <

Cambios de Comportamiento

Fig. 25. Cambios de comportamiento de O. niloticus originado por diferentes dosis

de Diesel, 48h después de iniciado el ensayo. Por Cristina Jines.

La Figura 25 indica que durante las 48h de ensayo, los tratamientos 2
con dosis de 2050mg/L y 3 con dosis de 5125mg/L, presentaron
cambios en el comportamiento de pigmentacion de ojos y piel,
pérdida de equilibrio, letargo y falta de movimiento cuyos porcentajes
aumentaron con respecto a las 24h de ensayo, sus valores de 16.7%,
al 100% demuestra que a mayor concentracion de contaminante y
mayor tiempo de exposicion mayor sera el deterioro en los
especimenes. Para el tratamiento 1 con dosis de 513mg/L, mostro el
50%, 33.3% y 16.7% de cambio en la pigmentacién de ojos, piel y

agresividad respectivamente, esta ultima variable fue la mas notable
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en el testigo, que también indic6 un 50%, pero estuvo ausente
durante el periodo de tiempo establecido.

La tonalidad de color en los peces durante este intervalo de tiempo,
fue de plateado rayado a plateado amarillo con rayas para la piel,
mientras que los ojos variaron de anaranjado amarillo a anaranjado

vivo (Anexo A).

CAMBIOS EN EL COMPORTAMIENTO DE LA ESPECIE O. niloticus
DURANTE 72H
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Cambios de Comportamiento

Fig. 26. Cambios de comportamiento de O. niloticus originado por diferentes dosis

de Diesel, 72h después de iniciado el ensayo. Por Cristina Jines.

La Figura 26 muestra que a las 72 horas de ensayo los peces, poco
a poco van perdiendo el interés de agredirse unos a otros, la
coloracion de la piel y ojos, la pérdida de equilibrio, el letargo y la
falta de movimiento fue el comportamiento mas frecuente,

presentando el 100% en la dosis de 5125mg/L, mientras que el
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33.3%, 50% y 83.3% para la dosis de 2050mg/L y entre 16.7% vy
66.7% para el tratamiento con dosis de 513mg/L. El tratamiento
testigo mostré normalidad en todos los puntos de comportamiento
mencionados, excepto la agresividad, donde se demostré un 50%
en esta conducta, deduciendo como una reaccidon normal entre

machos juveniles, los cuales son agresivos por territorialidad (7.

CAMBIOS EN EL COMPORTAMIENTO DE LA ESPECIE O. niloticus

DURANTE 96H
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Cambios de Comportamiento

Fig. 27. Cambios de comportamiento de O. niloticus originado por diferentes dosis

de Diesel, 96h después de iniciado el ensayo. Por Cristina Jines.

La Figura 27 indica que el contaminante a las 96h afecta la mayor
parte de las variables medidas en el comportamiento, la pigmentacién
de ojos y piel, la pérdida de equilibrio, el letargo y la falta de
movimiento indicaron el 83.3 y 100% de cambio en los tratamientos
con dosis de 2050mg/L y 5125mg/L. Mientras que para el tratamiento

con dosis de 513mg/L se obtuvo el 50% y 66.7% de estos cambios en
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el comportamiento. La agresividad tuvo un resultado similar que en la
figura 27, solo se presento en el tratamiento control, donde las causas
fueron analogas.

La pigmentacion de ojos y cuerpo también presentaron variacion,
donde se obtuvo como resultado: para la piel una tonalidad amarilla
grisacea intensa azulada con rayado acentuado y para los ojos la

coloracion fue anaranjado fuerte (Anexo A).

3.2.Parametros

PARAMETROS DURANTE EL PROCESO DE ACLIMATACION (POR

ACUARIO}
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Fig. 28. Parametros fisicos durante el proceso de aclimatacion. Por Cristina Jines.

La Figura 28 muestra cada uno de los parametros medidos en los

acuarios durante el proceso de aclimatacion por cada tratamiento.
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El pH en cada uno de los acuarios se mantuvo neutro
aproximadamente, la temperatura del agua no tuvo gran variacion, se
planteo neutral durante esta etapa de 23.9°C y 24.1°C. El rango
adecuado de pH en el agua para el desarrollo de la tilapia esta entre
6 y 9. La temperatura del agua influye en la tasa de crecimiento y
metabolismo de los peces, para la tilapia el rango optimo esta entre
22 y 32°C (2. La temperatura y el pH del agua en el ensayo
estuvieron dentro del rango aceptable y permanecieron relativamente

estables, por lo que no fueron una fuente de variacion.

El oxigeno disuelto en el agua para la aclimatacion, presentd
variaciones en cada uno de los recipientes entre 4.56mg/L y 9.34
mg/L, para O. niloticus lo recomendable es mantener niveles de
oxigeno igual o superior a 3 mg/L (39), €l porcentaje de saturacion de
Oxigeno estuvo entre un 43.2% y 112%. Estos valores indican que se
alcanz6 los niveles optimos de oxigeno, siendo idoneos para la
supervivencia y crecimiento de los organismos a prueba, durante el

proceso de aclimatacion.

La conductividad del agua mostré variacion para cada recipiente,
cuyos valores estan dentro del rango de 74.1uS/cm a 165uS/cm, con

un promedio de 95.7uS/cm, calificando a esta agua poco
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mineralizada, ya que para este estudio se utilizé agua potable, por lo

tanto habia un bajo nivel de sales disueltas.

PARAMETROS DURANTE EL PROCESO DE ENSAYO
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Fig. 29. Parametros fisicos, durante el proceso de Ensayo por cada tratamiento. Por

Cristina Jines.

La Figura 29 muestra los valores recopilados de cada tratamiento con
sus respectivas repeticiones de todos los parametros medidos, uno
de ellos la temperatura, que se mantuvo aproximadamente a 24°C
para todos los tratamientos.

El pH presentd niveles entre 7.14 a 7.72 manteniéndose cerca de la
alcalinidad. La conductividad varié sus valores desde 91.3uS/cm a
127.6uS/cm, conservando una baja mineralizacion, es decir un nivel
bajo de sdlidos disueltos. ElI oxigeno disuelto disminuyd

considerablemente en todos los tratamientos en comparacion con la
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aclimatacién, obteniendo niveles desde 1.57mg/L a 6.78mg/L, siendo
el valor mas bajo para la dosis mas elevada de 5125mg/L.

El porcentaje de saturacion resulté elevado para el tratamiento control
con el 80.5% y el mas bajo fue para el tratamiento de dosis 5125mg/L

con el 20.1%

TEMPERATURA DURANTE EL ENSAYO
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Fig. 30. Temperatura medida por cada repeticion de los tres tratamientos. Por

Cristina Jines.

Los valores de temperatura (Fig. 30) durante el ensayo fueron de
23.5°C y 24.4°C teniendo una diferencia de 0.2°C, minima entre
tratamientos, lo cual indica que se encontraba dentro de los limites

aceptables (31).
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pH DURANTE EL ENSAYO

7.6

7.4 -
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=Rl
6,8 - =RIII
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T1(513mg/L) T2 (2050mg/L) T3(5125mg/L) T4 (Testigo)

Tratamientos

Fig. 31. pH medido por cada tratamiento con sus repeticiones. Por Cristina Jines.

El pH (Fig. 31) durante este proceso presentd valores entre 6.90 y
7.92 mostrando una pequefa diferencia con el pH que se tomd
durante la aclimatacion. El cual demuestra que con la contaminacion,
el pH del agua cambia su neutralidad a una alcalinidad minima, en
cada uno de los tratamientos, cuyas dosis fueron de 513mg/L (T1),

2050mg/L (T2) y 5125mg/L (T3).

OXIGENO DISUELTO DURANTE EL ENSAYO

H OXIGENO (mg/I) Rl

m OXIGENO (mg/1) RII
W OXIGENO (mg/1) RIll

Oxigenodisuelto (mg/L)

T T
T1(513mg/L) T2(2050mg/L) T3(5125mg/L) T4 (Testigo)

a) Tratamientos
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OXIGENO % SATURACION DURANTE EL ENSAYO

100
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60 " mOXIGENO (%Sat.) RI

30 7 . B OXIGENO (%Sat.) Rl
40 1 | mOXIGENO (%Sat.) Rill
30 - =

20 - =

10 - L

0 -

T1(513mg/L) T2 (2050mg/L) T3(5125mg/L] T4 (Testigo)
Tratamientos

Oxigeno (%Sat.)

b)

Fig. 32. a) Oxigeno disuelto (mg/L) y b) Oxigeno % de saturaciéon, por cada

tratamiento con sus repeticiones. Por Cristina Jines.

EL oxigeno disuelto (Fig. 32a) en esta etapa de contaminacion indico
niveles muy bajos, cuyos valores estuvieron entre 0.02mg/L y
7.92mgl/L, los resultados mas bajos se dieron en los tratamientos con
dosis de 2050mg/L y 5125mg/L, mientras los tratamientos 1 y 4,

mantuvieron el rango aceptable para la tilapia nil6tica (3g).

El oxigeno en porcentaje de saturacion cuyos valores fueron de 0.2%
y 94% (Fig. 32b), presentaron niveles muy bajos para los tratamientos
con dosis de diesel mas altas de 5125mg/L que fluctuaron entre 0.2%
y 40%, le siguen en orden de contaminacion los tratamientos 2 y 1,

con dosis de 2050mg/L y 513mg/L respectivamente, con un
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porcentaje de 10% y 69%. Estos resultados indican que a mayor

concentracion de contaminante menor sera el nivel de oxigeno.

180
160
140

100
80
60

Conductividad pS/cm

40
20

CONDUCTIVIDAD DURANTE EL ENSAYO

T1({513mg/L)

T2(2050mg/L)  T3(5125mg/L)

Tratamientos

T4 (Testigo)

mRI
mRII
mRIN

Fig. 33. Conductividad medida por cada tratamiento con sus repeticiones. Por

Cristina Jines.

La Figura 33 muestra valores de conductividad con un rango de

79uS/cm a 159uS/cm, las cantidades para los tratamientos con las

tres dosis 513mg/L, 2050mg/L y 5125mg/L no modificaron

mayormente el nivel de conductividad,

a excepcion del tratamiento

testigo el cual mantuvo los niveles aproximados de los parametros

como la aclimatacion.

Debe tenerse en cuenta que al producirse derrames de hidrocarburos

como diesel no se produce grandes cambios en este parametro (4o).
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3.3.ANOVA
Tabla XVI. Resultados obtenidos de la cuantificacion de lesiones
histolégicas en branquias e higado, por medio del programa

estadistico SAS. Fuente: Cristina Jines.

BRANQUIAS HIGADO
DEGENERACION . NUCLEOS
TRATAMIENTOS  CELULAR (Arco  TELANGIECTAsIS  VACDOHZACION  pieneTico
Branquial) S
T1 (513mg/L) 20.83 c 20.83 a 3333 b 37.50 a
T2 (2050mg/L) 7083 b 29.16 a 70.83 a 41.66 a
T3 (5125mg/L) 95.83 a 25 a 91.66 a 62.50 a
T4 (Testigo) 0 d 0 a 0 G 0 b
CV% 13.33 63.83 18.05 32.22
F. calculada ** NS > *

Las lesiones observadas tanto en branquias como en higado de la
especie O. niloticus mostraron los siguientes resultados (Tabla 16):
En las branquias se determinaron dos lesiones importantes presentes
en todas las muestras histolégicas. La primera lesion, degeneracion
celular (arco branquial), indicd que el tratamiento 3 con concentracion
de 5125mg/L, alcanzé el mayor dafio a nivel de branquias con valor
de 95.83, seguido de los tratamientos 2 (2050mg/L) y 1 (513mg/L)

que alcanzaron valores de 70.83 y 20.83 respectivamente, todos los
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tratamientos difieren estadisticamente del testigo con valor 0, que no

presentd ninguna lesidn a nivel de branquias.

A diferencia de la primera lesion, la Telangiectasis no difiere
estadisticamente entre los tratamientos en estudio, es decir no se

registré deterioro de manera considerable en dicho érgano.

En el higado se analizaron de igual manera dos lesiones, que fueron
muy frecuentes en las placas histologicas observadas: Vacuolizaciéon

lipidica y Nucleos Picnaticos.

La primera lesidn, vacuolizacion lipidica, muestra como el tratamiento
3 con dosis de 5125mg/L ocasionaron el mayor dano a nivel de
higado con valor de 91.66, seguido de los tratamientos 2 con 70.83,
ambos tratamientos no difieren estadisticamente, pero si de el
tratamiento 1 y del testigo con valores de 33.33 y 0 respectivamente,
lo cual significa que a nivel hepatico presentaron un grado minimo de
deterioro o nada.

Los nucleos picnaticos, para los tratamientos 3, 2 y 1 con valores de
62.50, 41.66 y 37.50 respectivamente, difieren estadisticamente del
testigo con valor 0, indicando que el dano fue similar en los tres

tratamientos, pero el testigo no presento dicha lesién.
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3.4.Histopatologia
Para realizar estas pruebas se tomaron muestras de los peces que se
sometieron a las dosis estudiadas, determinando mediante cortes
histologicos danos en branquias e higado, estas pruebas se

realizaron 96 horas después de las aplicaciones.

Los resultados se presentan en la Tabla 17, representan los cambios
histologicos observados en los juveniles de O. niloticus expuestos a
diferentes dosis de Diesel: 513mg/L, 2050mg/L y 5125mg/L mas el

tratamiento control.

Las lesiones histopatologicas en las branquias e higado fueron
similares en todos los tratamientos, la intensidad del dano en los
tejidos aumentd, cuando la concentracién del contaminante y el
tiempo de exposicién se iban acrecentando, mientras que el control

no presentd ninguna lesion a nivel del tejido y érgano observado.

Las branquias de los peces utilizados como testigos en el ensayo
presentaron un arco branquial, compuesto por numerosos filamentos

branquiales con dos filas de laminillas secundarias que corria
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perpendicular cada filamento, en la siguiente figura se describe la

branqwa48 del pez. (Fig. 34 ay b)

Fig. 34 Branqma de pez control (O. niloticus). a) Filamentos, se identifican lamelas

(L), epitelio interlamelar (Ei) H&E 10X. b) Laminillas secundarias, se identifican

células planas (Ce), células pilares (Cp). H&E 100X. Por Cristina Jines.

Tabla XVII. Cambios histolégicos observados en juveniles de O.

niloticus expuestos a diferentes concentraciones de Diesel. Fuente:

Cristina Jines.

Tratamiento

degeneracion celular del arco
branquial y telangiectasis en ciertas
partes del arco branquial

lipidica), necrosis lige

Branquias Higado
(mg/L) q g
. Presentaron marcada dilatacion
En la mayoria de las muestras hay | . . .
. ) . sinusoidal, hepatocitos
presencia de telangiectasis y|, . .y .
513 s binucleados, aparicion reciente de
degeneracion celular del arco| . o .
. nucleos picnéticos y una ligera
branquial NSRS
vacuolizacion lipidica
Algunas muestras presentan
levantamiento epitelial, hiperplasia | Numero elevado en la formacion
2050 interlamelar, fusiéon de laminillas, | de vacuolas (vacuolizacion

ra en

hepatocitos y nucleos picnéticos

Degeneracion celular completa (arco
5125 branquial) presencia de
telangiectasis

Vacuolizacién lipidica

intensa,

nucleos picnoticos, degeneracion
nuclear, en ciertas muestras se
presentd necrosis de hepatocitos

Branquia normal, ninguna lesién

Testigo patoldgica observada

Higado normal, ninguna
patoldgica observada

lesion

“8 Descripcion de branquia realizada por Torres; G. et al. 2010 (32).
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Después de la exposicion a Diesel, los cambios en la estructura
histolégica de la branquia en peces tratados con 513mg/L, indicaron
degeneracion celular de arco branquial y telangiectasis en minimo

porcentaje (Fig. 35 a, by c).
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Fig. 35. Branquia de O. niloticus expuesta a 513mg/L. a) Filamentos indicando una
degeneracion celular ligera (flechas) H&E 10X. b) Filamentos con presencia de
telangiectasis (Te) y degeneracion celular de arco branquial (Dc) ligera H&E 10X. ¢)

Presencia de Telangiectasis. H&E 40X. Por Cristina Jines.
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Los peces tratados con 2050 mg/L, presentaron: levantamiento
epitelial, hiperplasia con fusion de laminillas, degeneracién celular del
arco branquial y telangiectasis, estas dos Uultimas lesiones se

observaron en ciertas partes del arco branquial (Fig. 36 a, b, cy d).

\ R ———— %
Wk g & Y E s

Fig. 36. Branquia de O. niloticus expuesta a 2050mg/L. a) Filamento, hiperplasia

interlamelar (flechas) H&E 10X. b) Lamelas, levantamiento epitelial (flechas) H&E
100X. c¢) Fusién lamelar (FI) y degeneracién celular de arco branquial (Dc) H&E
10X. d) Presencia de telangiectasis en los filamentos branquiales (Flechas) H&E

40X. Por Cristina Jines.

A una concentracion de 5125mg/L, se produjo de la misma manera

telangiectasis y degeneracion celular de arco branquial, esta ultima
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tiene un porcentaje muy elevado en comparaciéon con el tratamiento

de dosis baja (Fig. 37. ay b).

-

a)
Fig. 37. Branquia de O. niloticus expuesta a 5125mg/L. a) Telangiectasis en
laminillas (flechas) H&E 100X. b) Filamentos indicando degeneracion celular del

arco branquial (flechas) H&E 10X. Por Cristina Jines.

El higado fue otro de los dérganos blancos para analizar cambios
histolégicos. En el tejido hepatico de los peces con tratamiento
control, estaba compuesto principalmente por los hepatocitos

poliédricos normalmente con un nucleo central (Fig. 38 ay b.).

Fig. 38. Descripcién49 de higado en el pez control. a) Cordones hepaticos (Ch) y

Sinusoides (S) H&E 10X. b) Hepatocitos (H-flechas) H&E 100X. Por Cristina Jines.

“ Descripcion de higado realizada por Torres, G. et al. 2010 (32).
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Los peces expuestos a concentracion de 513mg/L mostraron
marcada dilatacion sinusoidal, hepatocitos binucleados, nucleos
picnoéticos en minima cantidad y vacuolizacion lipidica que de igual

forma fue ligera (Fig. 39).

Fig. 39. Higado de O. niloticus expuesto a 513mg/L. Aumento en el espacio
sinusoidal (Es), Hepatocitos binucleados (Hb), presencia tenue de nucleos

picnoticos (Np) y vacuolizacion lipidica (VI), H&E 100X. Por Cristina Jines.

La vacuolizacion lipidica, la degeneracién del parénquima (necrosis
ligera en hepatocitos), los nucleos picnéticos se registraron en la

concentracion de 2050mg/L (Fig. 40 ay b).
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Fig. 40. Higado expuesto a 2050mg/L. a) Las vacuolas ocupan la mayor parte del
parénquima hepatico (flechas) H&E 10X. b) Presencia tenue de Necrosis en

hepatocitos (flechas) H&E 40X. Por Cristina Jines.

La exposicion de los peces a la dosis de 5125mg/L, presentd
vacuolizacién lipidica intensa, nucleos picnéticos, degeneracién del
parénquima (hepatocitos) y nuclear en algunas muestras de tejido

(Fig. 41 a, byc).

SRR

Fig. 41. Higado expuesto a 5125mg/L. a) y b) Presencia de vacuolas y nucleos
picnoticos (flechas) en todo el parénquima H&E 10X y 100X. c) Degeneracion del

parénquima (hepatocitos). Por Cristina Jines.
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3.5.Mortalidad
MORTALIDAD 24 HORAS JNC=0.622
12
8
T 10
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(2050mg/L) (5125mg/L)

Tratamientos
Fig. 42. Mortalidad de O. niloticus, 24h después de iniciado el ensayo. Por Cristina

Jines.

La figura 42 sefal6 ausencia de mortalidad a las 24h en cada uno de
los tratamientos, con un valor de chi cuadrado 41y de 0.622 podemos
deducir la no significancia entre tratamientos, aunque existen

porcentajes de valores diferentes en presencia minima.

12

MORTALIDAD 48 HORAS JIC=3.430
10 -
8 -
4 -
2 -
0 - .

B Vivos
B Muertos
T T 1
T1({513mg/L) T2 T3 T

4 (Testigo)
(2050mg/L) (5125mg/L)

Valores promedios
(=2}
Il

Tratamientos
Fig. 43. Mortalidad de O. niloticus, 48h después de iniciado el ensayo. Por Cristina

Jines.
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La figura 43 indic6é también ausencia de mortalidad a las 48h en cada
uno de los tratamientos, con un valor de chi cuadrado de 3.430
determinamos la no significancia entre tratamientos, a pesar que
estos numéricamente pueden ser diferentes, las dosis todavia no
afectan considerablemente a los organismos durante este periodo de

tiempo.

MORTALIDAD 72 HORAS NC=8.277

12

10

6 m Vivos

B Muertos

Valores promedios

0 I T T
T1({513mg/L) T2(2050mg/L) T3(5125mg/L) T4 (Testigo)

Tratamientos

Fig. 44. Mortalidad de O. niloticus, 72h después de iniciado el ensayo. Por Cristina

Jines.

La figura 44 mostroé que a las 72h se obtuvo un valor de chi cuadrado
de 8.277 al hacer una comparacion con los valores criticos de los
niveles de confianza establecidos, resulté que 7.81<8.277<11.34, por
lo tanto todos los tratamientos resultaron significativos, dicho de otra
manera la mortalidad en este lapso de tiempo se hizo evidente, sobre

todo en el tratamiento 3 con un indice de mortandad promedio de 5.
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MORTALIDAD 96 HORAS JIC=17.581
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Fig. 45. Mortalidad de O. niloticus, 96h después de iniciado el ensayo. Por Cristina

Jines.

La figura 45 mostré mortalidad evidente a las 96h, con un valor de chi
cuadrado que fue mayor a los valores criticos de ambos niveles de
confianza (7.81<17.581>11.34), resaltando como altamente
significativos entre tratamientos, donde el mayor indice de mortandad
fue el tratamiento 3 seguido de los tratamientos 2 y 1, cuyo valores

promedios fueron de 7, 6.3 y 5.3 respectivamente.



DISCUSION

Los derrames de Diesel a menudo se consideran un riesgo de toxicidad
aguda para los organismos acuaticos, debido a que presenta mayor
concentracion de fracciones volatiles. Algunos de estos componentes pueden
producir efectos narcoticos en animales hidricos en concentraciones cerca a

su solubilidad acuosa (42) 43).

La exposicion de juveniles de O.niloticus a concentraciones diferentes de
Diesel, mostraron mortalidad a las 72h y 96h en todos los tratamientos,
mediante chi cuadrado®. Algo similar fue reportado en alevines de la misma
especie utilizando el mismo contaminante donde la mortandad se presenté a

las 96h, mediante un analisis estadistico diferente como CL50 (44).

El nivel de oxigeno disuelto disminuyd durante el ensayo practicado en los
peces, donde los valores variaron desde 1.57mg/L a 6.78mg/L; a diferencia
de los niveles de pH que no tuvieron gran variaciéon. Alevines de O. niloticus,
fueron también expuestos a varias dosis de Diesel, obteniendo como
resultados valores similares de este parametro (4.5mg/L a 7.2mg/L), asi
mismo el pH no fue afectado adversamente (44). Por otra parte los autores

demostraron que la muerte de los alevines pudo estar relacionada con la

*Modelo de Probabilidad, es la suma de las diferencias cuadraticas relativas entre valores experimentales y
tedricos.
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disminucioén del contenido de oxigeno disuelto debido a la presencia del

diesel.

El comportamiento de los peces expuestos al contaminante se determind en
agresividad, cambios en la pigmentacion de la piel, pérdida de equilibrio,
periodo de inactividad (letargo) y finalmente la muerte. Estos resultados
concuerdan con los obtenidos por quienes trabajaron con un contaminante

diferente conocido como herbicida Gramoxone ().

El estudio histopatolégico de las branquias mostraron anormalidades
estructurales tales como hiperplasia interlamelar, fusién de laminillas,
levantamiento epitelial, degeneracion celular de lamelas y telangiectasis.
Esto corrobora algunos trabajos elaborados con la misma especie expuesta a
contaminantes diferentes, como exposicion de polvo de cemento en solucion
y Deltamethrin, determinando lesiones similares en el 6rgano e 7). La
branquia es el principal 6rgano blanco por contaminantes; su tejido epitelial
es un excelente parametro para evaluar los efectos de variables ambientales

y sustancias toxicas tal como lo expuesto por (z3).

Los resultados obtenidos de las lesiones hepaticas en los organismos
expuestos a Diesel, fueron vacuolizacion lipidica y nucleos picnéticos en los

tres tratamientos, estudios evaluados en tilapia nilética mostraron lesiones
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idénticas en este érgano, con la unica diferencia el contaminante utilizado
(Glifosato) y las concentraciones, quienes utilizaron solo dos g). Varios
resultados han demostrado que en la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss)
a concentraciones bajas de diesel no presenta ningun cambio histolégico a

menos que estas sean iguales o mayores a 10000mg/L de este toxico (o).



1.

2.

3.

CONCLUSIONES

Se logro identificar los cambios de comportamiento tales como
cambios en la pigmentacion de piel y ojos, agresividad, pérdida de
equilibrio, letargo y falta de movimiento de O. niloticus que fueron

sometidas a diferentes concentraciones de Diesel.

Se presentaron algunos efectos histopatologicos en branquias e
higado pero los mas sobresalientes fueron degeneracion celular del
arco branquial y telangiectasis para branquias y vacuolizacion lipidica
y nucleos picnéticos para higado, hay que aclarar que estas lesiones
se presentaron en todos los tratamientos excepto en el testigo que

presento normalidad.

Se evalué cada una de las concentraciones de Diesel para la

supervivencia de los organismos, donde los mismos no sobreviven
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mientras sean expuestos a una mayor concentracion de contaminante

en un periodo de tiempo largo.

Se obtuvo diferentes indices de mortalidad en cada uno de los
tratamientos, presentandose el mas alto a las 96h de exposicion al

contaminante, el cual present6 un valor promedio de 7.



RECOMENDACIONES

Se recomienda mayor oxigenacion durante el traslado de los

organismos hacia el lugar donde se realizara el experimento

La aclimatacion debe realizarse durante un periodo de tiempo mas
prolongado para observar mayores cambios en el comportamiento y/o

mortalidad de los peces.

Utilizar mayor oxigenacion en las peceras, para reducir el indice de

mortalidad por asfixia.

No realizar ensayos toxicologicos en especies que presenten mayor

susceptibilidad a cambios climaticos y contaminantes.
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5. Se recomienda trabajar en un lugar cerrado donde ingrese poca
cantidad de luz ya que podria haber un crecimiento de algas en los

acuarios.

6. Este trabajo puede realizarse a futuro con otras especies de peces
comerciales, utilizando otros componentes derivados del petroleo para

poder realizar una comparacion de toxicidad entre contaminantes.

7. Se podria elaborar cortes histolégicos en otros 6rganos claves

capaces de indicar dafo a causa de un contaminante.

8. Seria recomendable elaborar trabajos en los sitios de foco de
contaminacion de la industria petrolera, para asi entender mejor el

dafo que estos productos producen en la fauna y flora acuatica.
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Anexo A

Coloracion de piel y ojos O. niloticus

Coloracion normal en piel (plateada) y ojos (amarillo claro)

Los peces de esta especie sometidos a estrés provocado por un
contaminante, alteran la pigmentacion de la piel y ojos, dos érganos que
pueden observarse a simple vista.

Coloracién a las 24h-48h
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Coloracion a las 72h-96h
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ANEXO B

Comportamiento de O. niloticus

Pérdida de equilibrio después de haber recibido las diferentes
concentraciones de Diesel 2

Esqueleto juvenil de O. niloticus



