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RESUMEN

Lasfloraciones de algas o cianobacterias de color verde azulado se visualizan con frecuencia en
el Humedal de Medio Mundo, Huaura. Siendo la especie Microcystis aeruginosa Kitzing,
principal productor de microcistina, una de las cianobacterias reportadas en agunos estudios
realizados en el Humedal. La presente investigacion evalud la toxicidad en los alevines de
“tilapia” Oreochromis niloticus expuestos a la cianobacteria Microcystis aeruginosa
procedentes del humeda de Medio Mundo-Huaura, con €l objetivo de identificar y evaluar los
efectos que producen en el medio acuatico y en € pez de estudio.

Esta investigacion tuvo una duracién de ocho meses, primero se extrgjo la cianobacteria del
Humedal de Medio Mundo y se cultivé en e medio BG11 por un periodo de 30 dias. Paraello,
se propuso trabajar con tres concentraciones diferentes de Microcystis aeruginosa (5,0 x 10°
ce.ml?, 1.0 x 10’ cel.mlt y 1.5 x 10" cel.ml'!), considerando dos repeticiones para cada
tratamiento incluyendo el control por un periodo de exposicion de cuatro semanas. Asimismo,
cadatratamiento se aplicé en peceras de 50 L de agua 'y 20 peces de Oreochromis niloticus. Se
evalu6 semanalmente la variacion de oxigeno disuelto, pH, temperatura y concentracion de
microci stina presente en €l agua utilizando tiras reactivas de identificacion de microcistinade la
marca ABRAXIS, teniendo como valor maximo 10 ppb = 10 pg/L . Al llegar ala cuarta semana,
se analizaron las concentraciones de microcistina del higado y tejido del pez, eligiendo tres
peces a azar por cada tratamiento, obteniendo valores maximos de 5 ppb = 5 ug/L, ademés, se
identifico e porcentaje de mortandad por tratamiento, resultando 100 % de mortalidad para el
tratamiento tres en lacuarta semana de exposicién alatoxina. En base alos resultados obtenidos
se pudo concluir que la toxina microcistina es bioacumulada en e higado y musculo de la
“tilapia”, obteniendo valores por encima de lo recomendado por la OMS que es 0.04 pg / kg,

por lo que se corroboré la atatoxicidad de la microcistinaal contacto con los peces.

Palabras claves: Humedal, “tilapia”, toxicidad, Microcystis aeruginosa, microcistina.
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ABSTRACT

The blue-green blooms of algae or cyanobacteria are frequently seen in the Medio Mundo
Wetland, Huaura being the species Microcystis aeruginosa Kitzing, the main producer of
microcystin, one of the cyanobacteria reported in some studies carried out in the Wetland. This
research evaluated the toxicity in aevine of “tilapia’ Oreochromis niloticus exposed to the
cyanobacterium Microcystis aeruginosa from the Medio Mundo-Huaura wetland, with the aim
of identifying and evaluating the effects they produce in the aquatic environment and in the fish
in study.

The investigation lasted eight months. First, the cyanobacterium was extracted from the Medio
Mundo Wetland and cultured in the BG11 medium for a period of 30 days. For this, it was
proposed to work with three different concentrations of Microcystis aeruginosa aeruginosa (5,0
x 10° cel.ml’, 1.0 x 10" cel.mlt y 1.5 x 107 cel.ml'Y), considering two repetitions for each
treatment including the control for an exposure period of four weeks, each treatment was applied
in 50 L water tanks and 20 Oreochromis niloticus fish. The variation of dissolved oxygen, pH,
temperature and concentration of microcystin present in the water was evaluated weekly, for
this purpose, ABRAXIS brand microcystin identification reagent strips were used, with a
maximum value of 10 ppb = 10 ng / L. At the fourth week, the microcystin concentrations of
the liver and fish tissue were analyzed, choosing three fish at random for each treatment,
obtaining maximum values of 5 ppb ~ 5 pug / L, in addition the percentage of mortality per
treatment was identified, resulting 100 % mortality for treatment three in the fourth week of
toxin exposure. Based on the results obtained, it was possible to conclude that the microcystin
toxin is bioaccumulated in the liver and muscle of the “tilapia’, obtaining values above that
recommended by the OMS, whichis 0.04 pg / kg, for which the high toxicity of mi crocystin on
contact with fish.

Key words: Wetland, “tilapia”, toxicity, Microcystis aeruginosa, microcystin.

Xii



INTRODUCCION

L as toxinas producidas por a gunas especies de cianobacterias y algas son sustancias generadas
de manera natural, sin embargo, la actividad humana ha incrementado debido a exceso de
nutrientes, principal mente nitrégeno y fosforo, que descargan las industrias, ganaderias, aguas
residuales, etc, produci endo laeutrofizacion de muchos cuerpos de agua, causando proliferacion
anormal de algas y cianobacterias que impactan negativamente sobre la calidad de agua potable
y recreacional. Chorus et al. (2004) mencionan que | as toxinas cianobacterianas en el aguadulce
son las causantes de muerte de animales y de lesiones en humanos, habiendo asi |lanecesidad de
mayores investigaciones sobre las toxinas y |os a érgenos producidos por cianobacteriasy algas
orientados a la evaluacion integral de los riesgos que pueden producir estos organismos. Prieto
(2006) menciona que, la presencia de floraciones cianobacterianas y sus riesgos para la salud
humana, animal y equilibrio de los ecosistemas acuaticos es un asunto que ha cobrado interés
debido a aumento de reportes de sucesos toxicos asociados a cambio climatico, sin embargo,
anivel local y del pais, no existe una idea adecuada acerca del riesgo de contaminacion por

cianobacterias y sus toxinas.

Siromba (2015) menciona que, €l afloramiento de Microcystis aeruginosa (Kitzing) Kitzing
1846 es una de las més peligrosas debido a la produccion de la toxina microcistina que genera
efectos de inhibicién de la capacidad fotosintética de otras especies de agas por e sombreado,
la escasa disponibilidad de oxigeno en € aguay la disminucién de la calidad del agua. Carvajal
(2011) agrega gue, los peces presentan intoxicacion aguda en medios con microcistinas, ya que
latoxina es caracterizada por generar un considerable dafio a higado, debido alas alteraciones
del citoesqueleto, apoptosis y amplias necrosis de hepatocitos, que generan hemorragias

intrahepaticas, generando la muerte debido a shock hipovolémico y congestion hepética.

Las Microcistinas son absorbidos por los peces mediante |os opérculos branquiales o por €
tgjido intestinal, produciendo gue las toxinas se transporten rdpido mediante €l flujo sanguineo

repartiéndose a los distintos 6rganos o tejidos; es por €lo que se encuentra en los érganos mas



irrigados como €l higado, rifion, intestino y opérculos una mayor distribucion de microcistina.
En diferentes ocasiones la mortandad de peces ha sido asociada a floraciones toxicas de
cianobacterias principalmente las que producen microcistinas las cuales son causantes de la
enfermedad denominada “enfermedad hepatica de Nepten” (Prieto et al., 2008).

Ruiz y Zafra (2008) indican que, a evaluar los factores biol 6gicos del humedal de medio mundo
se visualiz6 mayor presencia de peces como lisa, mojarras 'y “tilapia”’. Siendo las “tilapias” una
especie introducida, pero de mucha relevancia para el humedal ya que su crianza es de manera
controlada, pero utilizan € mismo medio acuatico que las demés especies. En € estudio sobre
el andlisisfisico del humeda de Medio Mundo identificaron que €l aguadel humedal tiene color
aparente verde claro y amarillento, que deduce puede ser por causa del plancton, organismos
mi croscopicos o por la descomposicién de la biomasa vegetal, dgjando en evidencia que existen
mi croorgani Smos que necesitan ser estudiados para conocer su importanciay su efecto frente a

los organi smos presentes.

Chicllay Sanchez (2018) investigaron e Humedal de medio mundo debido a que & cuerpo de
agua estuvo presentando floraciones de cianobacterias. En € estudio, evaluaron la biomasa y
sus toxinas mediante un andlisis de fitoplancton y revelaron la presencia de formas coloniaes
(92 %) de la especie Microcystis aeruginosa, siendo una preocupacion por las causas de

envenenamiento de animales domésticos y de vida silvestre en e mundo.

En e Humeda de Medio Mundo se visualizé la aparicion de floracion de estas cianobacterias
productoras de microcistina. Sin embargo, se desconoce € efecto que estan causando y en qué
concentraciones pueden generar riesgo. La presente investigacion busco evaluar latoxicidad y
los cambios y/o ateraciones que pueden presentar las “tilapias” (Oreochromis niloticus) en
laboratorio, expuestas a diferentes poblaciones de Microcystis aeruginosa productoras de la
toxina microcisting, utilizando prueba de tira para agua dulce (fresh water strip test) para la

cuantificacion de microcistinaen los 6érganos del pez y agua de estudio.



OBJETIVOS

Objetivo General:

Evauar la toxicidad en aevines de “tilapia” Oreochromis niloticus L. expuestas a la toxina

microcistina producida por Microcystis aeruginosa procedentes del humedal de Medio Mundo.

Obj etivos Especificos:

Redlizar la caracterizacion poblacional de Microcystis aeruginosa en € medio de cultivo
BG11

Determinar la variacién del oxigeno disuelto (OD), pH y de la toxina microcistina
presentes en | as unidades experimental es.

Evauar la variaciéon de la concentracion de la toxina microcistina en tejido hepético y
muscular de Oreochromis niloticus.

Determinar la mortandad de los aevines de “tilapia’ producidas por exposicion

Microcystis aeruginosa en los diferentes tratamientos.



CAPITULO I: MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes

Internaciona

Abdd (2017) realiz6 unainvestigacion cuyo objetivo fue determinar el efecto de exposicion de
microcistina en e comportamiento de los peces, tgjidos, funciones hepéticas, enzimas
antioxidantes y peroxidacion de lipidos. La investigacion fue readlizada en la facultad de
medicina de la Universidad de Alegjandria, provincia de Matrouh, Egipto, tuvo un disefio
experimental exploratorio de acance explicativo, asimismo la poblacion de estudio fue de 160
peces, teniendo unamuestra de 40 peces en cadapecerade 60 L. Ademés, las técnicas de estudio
fueron cuatro tratamientos (3 500 pg/g de microcistina, 500 pg/g de microcistina, inyeccion
intraperitoneal de microcistina con una dosis de 0.1 ml por 200 pg/kg de peso corpora vy €
cuarto sirvié como control), todas las muestras fueron sacrificadas a final de latercera semana
de exposicion. Es por ello por lo que, €l autor utilizd los kits para pruebas de funcion hepética
(danina aminotransferasa [ALT] y aspartato aminotransferasa [AST]), kits para peréxido
lipidico (malondialdehido [MDA]) y para biomarcadores de estrés oxidativo son glutation
peroxidasa (GPx), glutation reducido y catalasa(CAT) y paraanalizarlo estadisticamente utilizo
lapruebare-test, andlisis de varianza, test de duncan y correlacion simple utilizando € programa
SPSS. En los resultados demostré que en la histopatologia de los peces hubo problemas de
fragmentacion, hialinizacion y necrosis de la musculatura subcuténea, especialmente para la
dosis de 500 pg/g de toxina, concluyendo que, la microcistina era toxica para la “tilapia” del
Rio Nilo en diferentes rutas de exposicion y diferentes dosis, teniendo una variacion

significativa (p <0.05) para e higado que fue el 6érgano maés dafiado.



Schmidt (2013) en lainvestigacion tuvo como objetivo analizar qué tipos de peces del lago de
St. Marys contienen microcistina LR, la cual fue realizada en la ciudad de Ohio, USA. La
poblacion de estudio fueron 130 peces, teniendo una muestra de 26 peces en cada pecera.
Ademas, las técnicas de estudio utilizadas fueron enfoques analiticos para la prueba de
microcistinas en los tejidos de los 130 peces, utilizando & ensayo inmunoabsorbente ligado a
enzimas (ELISA) que esunaherramienta Util parael analisisrdpido de microcistinas en muestras
de agua, asi también usd cromatografia liquida de espectrometria de masa para € andlisis en
tgjidos y para e disefio estadistico utilizd la prueba de medias de Fisher (p<0.05) con €
programa estadistico de Minitab, para comparar a Pomoxis nigromacul atus (L esueur, 1829) con
Cyprinus carpio (Linnaeus, 1758) soloy con los resultados combinados de |as cuatro especies
restantes. En |os resultados detect que pomoxis nigromacul atus contiene microcistinaaniveles
por encimade 70 pg /kg, deduciendo que esta especie puede ser més sensible ala acumulacion
de microcistinas que otras especies, ademés, visualizaron que habia diferencia en € contenido
de microcistina en los tejidos de |os peces basado en especies, siendo € “pez negro” (Pomoxis
nigromaculatus) y €l “pez carpa’ - Cyprinus carpio las Unicas dos de las especies totales que
dieron positivo para microcistina, los resultados del andlisis estadistico arrojaron un p.valor <
0.05 entre pomoxis nigromaculatus y las otras especies. Concluyendo que, puede haber una
diferenciaen el contenido de microcistina-LR en los tejidos de |os peces seguin |a especie.

Zambrozi (2012) en su investigacion tuvo como objetivo evauar los efectos bioquimicos y
genéticos de la Microcystis aeruginosa liofilizado en los peces neotropicales Prochilodus
lineatus (Valenciennes, 1847). Lainvestigacion serealiz6 en Brasil y tiene un enfoque mixto y
alcance exploratorio. Asimismo, la poblacién fue de 32 peces con una muestra de ocho peces
por pecera, siendo cuatro peceras en total. Ademas, las técnicas de estudio que utilizo paralas
branquias y el higado fue andlisis de enzimas de biotransformacion y defensas antioxidantes,
sangre y células branquiales, para e andlisis genético se determiné la actividad de la
acetilcolinesterasa (AChE). Para €llo, los tratamientos se compararon mediante la prueba t de
Student o la prueba no paramétrica de Mann-Whitney, segun la distribucién de los datos
(normalidad y homogeneidad de las varianzas) (p<0.05). En consecuencia, los resultados

mostraron la activacion delaviade biotransformacion debido a aumento dela CY P1A hepética



y de la glutation S-transferasa (GST) branquia y hepética. La defensa antioxidante demostro
ser muy afectada por la exposicion a la cianobacteria Microcystis aeruginosa que conduce a
cambios, tanto en las branguias como en € higado, en |as actividades dela superdxido dismutasa
(SOD), catalasa (CAT), glutation peroxidasa (GPx), glutation reductasa (GR) y en € contenido
de tripéptido glutation (GSH). Ademés, no se detectd peroxidacion de lipidos, pero se observé
dafio a la molécula de ADN en las células sanguineas. Asimismo, los resultados de los
parametros fisicos y quimicos son paratemperatura (21.79 £ 1.43y 21.54 + 1.96 °C), pH (7.04
1+ 0.22y 7.04 £ 0.33), conductividad (97.17 £ 7.82 y 94.33 £ 4.67 uScm-1) y oxigeno disuelto
(8.32 £ 043y 7.86 £ 0.20 mgO2L-1). En conclusion, puede afirmar que la cianobacteria
Microcystis aeruginosa liofilizada es capaz de promover cambios en los pardmetros

bioquimicos y genéticos de P. lineatus.

Ibrahem et al (2011) realizaron una investigacién que tuvo como objetivo principa evaluar
experimentalmente las respuestas de Oreochromis niloticus en presencia de concentraciones
variables de microcistina cruda extraidas de Microcystis aeruginosa locamente aisladas. La
investigacion fue en la ciudad de Tanta en Egipto y tuvo un disefio experimental con alcance
explicativo. La poblacién de estudio fue de 100 peces de “tilapia”’ y la muestra fue de 10 peces
por pecera, asi mismo, |os peces fueron expuestos a tres concentraciones diferentes (100, 200 y
400 pg/ml) y estudio lafragmentacion del ADN através de un andlisis el ectroforético. Ademas,
el andlisis estadistico fue mediante un andlisis de varianzaunidireccional (ANOVA), unaprueba
de rango multiple para determinar las diferencias entre los tratamientos (p <0.05 y p <0.01)
utilizando € programa estadistico SAS. En |os resultados |as muestras de pescado tratadas con
toxina cruda de Microcystis aeruginosa para diferentes dosis observaron fragmentacion de
ADN, sobre todo las expuestas a concentraciones de 200 y 400 pug/ml cuando compararon con
el control. Por otro lado, €l patron de fragmentacion del ADN aument6 con € tratamiento con
el tiempo, también indicaron que el extracto de toxinafue capaz de inducir apoptosis de manera
dependiente de ladosis, ya que evalud en todos | os tratamientos. Con respecto a los 6rganos, €
higado y € rifién fueron los mas afectados, mientras que las branquias fueron las menos
afectadas, teniendo una variacion significativa para p < 0.05 y no significativa para p <0.01.

Concluyendo que, latoxinamicrocistinaproduce ef ectos toxicos adversos sobre el Oreochromis



niloticus en formas dependientes del tiempo y de la dosis. Por lo tanto, la vigilancia y la
evaluacién dela salud deben ser introducidas por las autoridades en todas partes donde se pueda

sospechar exposicion de esta cianobacteria.

Al-Kahtani (2008) tuvo como objetivo investigar los efectos de la microcistina producidos por
la cianobacteria Mycrocistis aeruginosa en e metabolismo de la “tilapia” recolectado de Al-
khadoud, Arabia Saudita. Lainvestigacion fue realizadaen launiversidad King Faisal de Arabia
saudita y tuvo un disefio experimenta y alcance explicativo. La poblacion fue de 40 peces en
acuarios de 90 L, siendo tres peceras, utilizando 120 peces paralainvestigacion. Por otro lado,
la cepa de Microcystis aeruginosa fue cultivada en medio ASM™2, pH = 8.0, temperatura de 23
+2°C, 22 n E m? seg?! de intensidad luminosa y fotoperiodo de 12 h, posterior a€llo, a final
de la fase de crecimiento exponencial, las células fueron concentradas por centrifugacion y
mantenidas en congelacion y los estudios fueron realizados con peces “tilapia”’ con un peso
medio de 50.62 + 10.0 g, estos fueron alimentados con comida comercial para peces y
aclimatados durante 10 dias antes del comienzo de los experimentos. Asimismo, la técnica de
estudio utilizada consistio en aplicarle una dosis de 50 ug/g de Microcistina/pez/dia por un
periodo de 10 dias y se separaban grupos de cinco peces a azar para ser sacrificados cada dos
dias, luego evaluaron con el KIT ELISA. Por consiguiente, |os resultados obtenidos demostraron
gue la acumulacion de microcistina en higado y muasculo de peces “tilapia’ tuvo diferentes
concentraciones, asumiendo que a gunas disminuciones en la concentracion de microcistina en
los tejidos podrian estar asociadas ala excrecion de microcistina através de las heces, teniendo
como concentracion mas alta en higado 0.720 pg /g y en musculo 0.005 pg /g. Concluyé que,
la disminucién de la concentracidn de microcistina en |os tejidos también puede estar asociada
ala excrecion de microcistina a través de las heces, muchos estudios anteriores han detectado
microcistina en musculo de pescado verificando niveles en musculo que no serian

recomendados parael consumo humano.

Atencio et al. (2008) en una investigacion tuvo como objetivo determinar s Microcistina-LR

(MC-LR) y MicrocistinasRR(MC-RR) inducen diferentes ateraciones en enzimas como la



fosfatasa acida (ACP) y lafosfatasa acalina (ALP) en diferentes cambios histopatol 6gicos. La
investigacion fue realizada en Berlin, Alemania. La poblacion de estudio fueron 24 pecesy la
muestra de ocho peces por pecera, utilizd 3 peceras haciendo un total de 24 unidades
experimentales. Para la muestra de los peces “tilapia” Oreochromis sp ha sido expuesto a una
anicainyeccion intraperitoneal de los patrones puros (MC-LR y MC-RR) aunadosis de 500 ug
/ kg en 0.5 ml de solucion de NaCl a 0.9 % (p / v) utilizando una de las peceras como control
con 0.5 ml de solucion de NaCl a 0.9 % (p / v). Ademas, € instrumento utilizado fue
cromatografialiquidade alta eficacia (HPL C) parahacer |amedicion de concentraci én de toxina
y para el andlisis estadistico de los pesos de los érganos y las actividades enziméticas fueron a
través de un andlisis de varianza unidireccional (ANOVA) representando la media + error
estandar (EE) de ocho animales por grupo, mientras que, las diferencias en los valores medios
entre los grupos de animales fueron evaluados mediante la prueba de Tukey considerando p
<0.05. Como resultado, los peces presentaron dafio en el higado (esteatosis, microvesicular,
nucleos pictonicos, megalocitos y necrosis), asumiendo que € aumento del peso del higado en
el pescado pudo haber sido causado por hinchazon hepatocelular en €l rifion, yaque el aumento
podria ser €l resultado de la congestion y el edema ddl tejido intersticial. Ademas, e contenido
de proteinas del higado y rifién disminuyd significativamente en comparaci én con |os peces de
control, siendo los niveles de significancia observados para la actividad de fosfatasa en €
higado, rifidn, y branquias de los peces a p <0.05 en comparacién con los valores del grupo de
control. Concluyendo que, MC-LR causO dafios generales més graves en e higado, mientras

que €l efecto de MC-RR fue méas severo en € rifion.

Chellappa et al. (2008) realizaron una investigacion que tuvieron como objetivo estudiar la
eutrofizacion en los ecosistemas de agua dulce tropicales y la consiguiente formacion de
floraciones de cianobacterias y dafios econdmicos a la pesca y efectos nocivos para la salud
publica. Lainvestigacion fue llevada a cabo en € embalse Marechal Dutra, Acari, noreste de
Brasil. Utilizaron las muestras de Seston para identificar y cuantificar la toxina en agua y €
método de cromatografia liquida de alta eficacia (high performance liquid chromatography
HPLC) estandar para cuantificar la toxina en e higado de los peces muertos. El andlisis
estadistico fue andlisis de varianza unidireccional (ANOVA) entre las variables fisicas y
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quimicas (p<0.05), posteriormente midio la temperatura, pH, oxigeno disuelto y conductividad
el éctrica del agua mediante un kit multiparametro y analizaron los nutrientes inorganicos como
nitrato, fosfato y amoniaco considerando época himeday seca. Los resultadosindicaron quelas
floraciones toxicas de Cylindrospermopsis raciborskii y Microcystis aeruginosa persistieron
durante dos semanas y representaron segin el ANOV A e 90 % de |os conjuntos de especies de
fitoplancton. Los peces letalmente afectados fueron Oreochromis niloticus, Plagioscion
squamosissimus (Heckel, 1840), Cichla monoculus (Spix & Agassiz, 1831), Prochilodus brevis
(Steindachner, 1875), Hoplias malabaricus (Bloch, 1794) y Leporinus friderici (Bloch, 1794).
Los niveles de microcistina variaron de 0.07 a 8.73 pg/L en las muestras de seston y de 0.01 a
2.59 pg/g en las muestras de higado de los peces durante e periodo de floracion. La
investigacion concluyo que las précticas de acuicultura, € uso inadecuado de alimentos para
peces, lainstalacion de muchas jaulas para peces en | as regiones poco profundas del embalse y
la densidad de poblacién inadecuada de peces en las jaulas conducen a la eutrofizacién de las
aguas y la floracion de fitoplancton dafiina. Como consecuencia, las floraciones téxicas
provocan la muerte de peces, la contaminacion del agua potable y efectos nocivos parala salud

publica.

Prieto (2006) en su investigacion evauo las respuestas diferenciales de estrés oxidativo a
microcistinas LR y RR en peces “tilapia” expuestos intraperitoneal mente (Oreochromis sp.). La
investigacion se realizé en la Universidad de Sevilla, Espafia. La poblacion fue de 24 peces,
distribuidos en tres peceras con ocho peces en cada una de las peceras de 96 L. Ademas, las
técnicas que se utilizaron fue HPCL, |os productos de |a peroxidacion lipidica se cuantificaron
mediante e &cido tiobarbitirico (TBA). Asimismo, los peces se inyectaron por via
intraperitoneal (i.p.) con una dosis Unica de 500 g / kg de MC-LR 0 500 g / kg MC-RR y
sacrificados después de 7 dias. Posteriormente, todos |os resultados se sometieron aun andisis
devarianzaunidireccional (ANOVA) y representan lamedia+ S.E. de ocho animales por grupo,
estas diferencias en los valores medios entre los grupos fueron evaluados por |apruebade Tukey
y se consideraron estadisticamente diferente de p <0.05. En los resultados € oxigeno disuelto
tuvo valoresentre 6.5y 7.5 mg /L, pH 7.6 + 0.2, conductividad 292 S/ cm, Ca2* 0.60 mM / L y

Mg?* 0.3 mM / L. Ademés, | os resultados muestran que la exposicion alas microcistinas induce



respuestas adaptativas como e aumento de las actividades enziméticas antioxidantes,
principalmente las de SOD y CAT, asi como en los valores de peroxidacion lipidica (LPO)
higado fue el més 6rgano afectado por MC-LR. Sin embargo, MC-RR no afect6 este parametro
en el higado de los peces expuestos. En comparacion con el grupo control hay una diferencia
significativa de p <0.05. El autor concluy6 que, MC-LR tiene mayor afeccién a higado, rifion
y branquias que e MC-RR, jugando un papel importante el estrés oxidativo.

Zhao, et al. (2006) en la investigacion tuvieron como objetivo evaluar el efecto toxico cronico
de la ingesta dietética de cianobacterias sobre el crecimiento, la utilizacion del dimento y la
acumulacién de microcistinas en la “tilapia del Nilo” (Oreochromis niloticus L.). La
investigacion fue realizada en Hubei, China. Tuco como poblacién de estudio a 900 peces, y la
muestrade 30 peces por cada pecerasiendo 30 peceras en estudio. Lastécnicas de estudio fueron
a través de formulacion de seis dietas isonitrogenadas e isocaldricas para incluir diferentes
contenidos de cianobacterias, siendo la ingesta dietética por “tilapia” de 150 a 600 pg/kg de
peso corporal, aumentando de 0 a 5460.06 ng/g de dieta, teniendo una prueba de crecimiento de
12 semanas en un sistema de flujo continuo para peso inicial (peso: 5.6 g), posterior a €llo,
realizé e andlisis estadistico mediante e ANOVA. En los resultados, |os pardmetros fisicos
para el oxigeno disuelto tuvo valores menores a 5 mg/L , nitrégeno amoniacal tuvo valores
menores a 0.05 mg/L y e pH se mantuvo en 7, en € andlisis estadistico no hubo diferencias
significativas en la mortalidad y la aimentacion eficiente entre los peces alimentados con
diferentes dietas (p >0.05), Ademés, observaron que las microcistinas fueron acumuladas
principalmente en el higado (10.76 pg/kg) y en e musculo (3.2 pg/kg) del pescado excediendo
el limite superior de la ingesta diaria tolerable (TDI) de microcistinas sugeridas por la OMS
(0.04 pg / kg de peso corporal / dia). Concluyeron que, la “tilapia del Nilo” aimentada con
cianobacterias toxicas es no apta para la alimentacion humana.

Jos (2005) tuvo como objetivo investigar los efectos de latoxina microcistina LR en células de
cianobacterias toxicas. La investigacion fue realizada en Sevilla, Espafia bajo condiciones de

laboratorio. El estudio tuvo un enfoque mixto, un disefio experimental y un alcance relacional.
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La poblacion de estudio fue 40 peces y la muestra estuvo constituida por ocho peces por cada
pecera, siendo cinco peceras en total, realizd la exposicidn de toxinas de microcistina(MC-LR)
por alimentacion con células cianobacterianas de 60.0 ug de MC-LR/pez/dia por dos periodos
detiempo diferente (14 y 21 dias) y dos tipos de administracion de toxinas (aplastados y células
de cianobacterias no trituradas), ademas, utilizé el instrumento de HPCL (cromatografialiquida
de alto rendimiento) para cuantificar latoxina. Parael andlisis estadistico en las diferenciasentre
los datos de los tipos de administracion de células cianobacterianas durante 21 dias fueron
analizados mediante andlisis de varianzaunidireccional (ANOV A), utilizd lapruebat de student
de dos colas no apareadas con un nivel significativo de p <0.05. Los resultados mostraron que
cuando los peces fueron expuestos a células cianobacterianas (60 ug de MC-LR /pez/dia) €l
sistema de defensa antioxidante fue aterado, e tiempo de exposicion aumentd
significativamente en laperoxidacion lipidicaen el higado (p <0.01), rifion (p <0.01) y branquias
(p <0.05) en peces sometidos a las cianobacterias trituradas (experimento 2). El higado fue e
organo més afectado. Concluy6 que el estrés oxidativo jugaba un papel importante en la
toxicidad inducida por MC-LR en “tilapia’. Estos resultados junto con los informes de que los
peces pueden acumular microcistinas significan que las floraciones de | as cianobacterias son un

problema sanitario y medioambiental.

Soares (2004) en lainvestigacion tuvo como objetivo entender la acumulacion y depuracion de
microcistinas en “tilapia’ rendalli - Coptodon rendalli (Boulenge, 1897) en tres experimentos.
La investigacion fue realizada en Rio de Janeiro, Brasil, bgjo condiciones de laboratorio, tuvo
poblacion de estudio de 40 peces y la muestra estuvo constituida por ocho peces que fueron
incluidas en cada pecera, siendo cinco peceras en total. Ademés, |os experimentos simularon la
dietade | os peces durante unafloracién de Microcystis aeruginosa en tres situaciones diferentes,
en e primero cada pez recibi6 diariamente, durante 15 dias, alimento para peces mas células
téxicas de M. aeruginosa (20.4 ug MCY ST /pez/dia) en los siguientes 15 dias se les alimentd
sin células toxicas. En el segundo experimento, los peces fueron alimentados solo con células
toxicas durante 28 dias (14.6 pug de MCY ST/pez/dia) y en €l tercer experimento, durante 42
dias, los peces fueron alimentados con alimento para peces més células toxicas (29.2 ug de
MCY ST/pez/dia) previamenteinterrumpidas (parasimular unafloracion senescente) fueron tres
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dietas (20.4 pg; 14.6 ugy 29.2 g de Microcystis aeruginosa (MCY STs) diferentes durante 15
dias. Para la cuantificacion de la toxina utilizd el KIT ELISA y para el andlisis estadistico se
utiliz6 ANOVA, demostrandose que en |os tres experimentos al canzaron concentraciones (0.29
+ 0.09y 0.24 + 0.12ug /kg) que representa una ingesta de estas toxinas por encima del limite
tolerable para los humanos. Los resultados de la investigacion evidencian que, la mayor
concentracion de microcistina en el higado fue de 2.8 ug/g, donde solo tenian células téxicas
como fuente de alimentacion, en e musculo observé la mayor concentracion en e periodo de
depuracién 0.6 pg/g, en este periodo observaron la eliminacion de toxina a través de las heces
(0.07 pg/g). Concluyo que, laespecie “tilapiarendalli” fue capaz de acumular MCY ST teniendo
diferencia significativa entre los tratamiento p < 0.05, se pudo estimar que € pescado excretd
en el periodo de depuracién aproximadamente 0.06% de la cantidad total estimada de MCY ST
ingeridos en el periodo de acumulacion. Por lo tanto, la aparicion de proliferacion de
cianobacterias toxicas en estanques de acuicultura podria representar un riesgo para la calidad

del pescado y paralos consumidores.

1.2. Basestedricas especializadas

1.2.1. Cianobacterias

L as cianobacterias, también |lamadas cianoficeas, cianoprocariotas o algas verdes azul, son un
grupo de organismos fotosintéticos procariotas que se encuentran presentes en la Tierra desde
hace més de 3.5 millones de afios. Estos organismos incluyen 150 géneros y mas de 2 000
especies aproximadamente, presentando una amplia diversidad morfoldgica, debido a que

pueden ser coloniales, unicelulares o filamentosas (Asencio, 2015).

Las aguas superficiales de todo € planeta estan sufriendo un deterioro progresivo, siendo una
de las causas la eutrofizacion, que ocurre por € incremento de nutrientes como fosfatos y
nitrogeno, propiciando a la proliferacion incontrolada de cianobacterias, sin embargo, las
cianoficeas tienen ventajas frente a otros organismos ya que mantienen su tasa de crecimiento,

regulan su flotabilidad por medio de las vesiculas de gas, producen compuestos volatiles que
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genera sabor y olor desagradable a las aguas y sintetizan metabolitos secundarios con
propiedades téxicas que producen ef ectos agudos'y crénicos paralos organismos que |os rodean

como bacterias, plantas, animalesy humanos (Briand et al., 2003).

Pardo (2017) indicaque los factores que influyen parael desarrollo delas cianobacterias son las
condiciones de luz-energia, capacidad de fijacion de nitrogeno atmosférico, temperatura (20-25
°C), pH (6 — 9), precipitacion baja, agua estancada, poco viento y baja tasa de filtracion por el

zooplancton.

Las bacterias y los protozoos en € agua pueden producir toxinas que pueden producir
enfermedades incluso la muerte. Las toxinas producidas en lagos, rios y embalses por las
cianobacterias incluyen alas Anabaena, Mycrocistis y Nodularia, las cuales son las principales
en haber generado efectos adversos en la salud de las personas en € mundo (Stanley, 2007).
Ademas, |as cianobacterias pueden generar otros metabolitos como € 2-metilisoborneol (MIB)
y la geosmina que generan olores y sabores desagradables al agua, siendo perjudiciales para el

ambiente acuético (Herrera et al, 2015).

Factor es de crecimiento para las cianobacterias

1)  Disponibilidad de Luz

Esel factor quelimitalos cultivos foto autétrofo de | as cianobacterias. Pueden ser administrados
al medio de cultivo todos los nutrientes inorganicos incluyendo e CO», para que no limiten €
crecimiento. Sin embargo, la luz debe ser suministrado de manera continua, ya que la energia
radiante no es acumulable, estas especies en condiciones de laboratorio de manera controlada
desarrollan mejor cuando se le suministra un periodo de luz/oscuridad diario (Chico, 2010).
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2) Sdinidad

Es uno de los factores que tiene influencia alta para € desarrollo de las microalgas y en la
produccion delipidos paralageneracion de biodiesel u otros derivados (Carvgal, 2011). Latasa
de crecimiento es significativamente inferior a alta salinidad que, a baja salinidad, indicando
gue la salinidad cuando presenta valores extremos no favorece € desarrollo de afloramiento,

por |o tanto tampoco aumenta la concentracién de cianotoxinas (Brennan, 2010).

3) pH

Gran parte de las especies que realizan €l equilibrio quimico del dioxido de carbono estan
influenciadas por € pH del medio acuético, influyendo en la acalinidad del lugar, asi como en

laforma quimica en que se encuentran algunos nutrientes y micronutrientes (Martinez, 2018).

4) Oxigeno

La concentracion elevada de oxigeno disuelto puede impedir lafijacion de carbono que realiza
la enzima RUBISCO, es por ello que es un parametro que se debe controlar en € cultivo de
microalgas. La inhibicion se ve favorecida por un déficit de CO2 y por atas temperaturas
(Crettaz, 2018).

5) Temperatura

Una de las especies dominantes en varios de |0s ecosistemas acuaticos son las cianobacterias
debido a su tolerancia en un amplio rango de temperatura, los valores de temperatura para
generar una tasa maxima de crecimiento se encuentran entre los rangos de 25 y 30 °C, cuando
se tiene valores por encima del rango de temperatura Optima genera una disminucion abrupta

de latasade crecimiento (Martinez, 2018).
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6) Disponibilidad de nutrientes

Se requiere alrededor de 20 elementos quimicos para la formacion de nueva biomasa de algas
eucariotas y cianobacterias, algunos de ellos estrictamente necesarios (H, C, Oy N) y otros en
proporciones pequefias (P, S, K, Na, Ca, Mg y Cl). Teniendo como elementos limitantes del
crecimiento del fitoplancton a N, P, Fe (Carvagal, 2011).

Tipos de cianobacterias

A nivel taxondmico presenta tres érdenes que cuenta la gran diversidad morfoldgica y

fisiologica

- Chroococcal es, cianobacterias con formas unicelulares y coloniales envueltas en unacapa
mucilaginosa; no tiene heterocistos, por 1o que son incapaces de fijar nitrégeno o solo
pueden fijar nitrégeno en la noche, su reproduccion es por fision binaria o multiple,
beocitos 0 exosporas; ladivision celular es en uno, dos, tres 0 més planos segun el género
de la especie. Presenta tres géneros Coelosphaerium, Microcystis y Woronichinia (Parra
y Almanza, 2010).

- Oscillatoriales, son cianobacterias con filamentos que no tienen células diferentes,
filamentos uniseriados y sin ramificacién; carentes de heterocistos y acinetos. Presenta
cinco géneros Anabaena, Anabaenopsis, Aphanizomenon, Cylindrospermopsis y
Raphidiopsis (Vidal y Pérez, 2009)

- Nostocales, son cianobacterias filamentosas con células diferenciadas, uniseriado o
multiseriado. Los heterocistos pertenecen a las céulas diferenciadas, les permite fijar
nitrogeno atmosférico y acinetos, células resistentes, méas grandes que las vegetativas y
son formados en condiciones no favorables. Presenta dos géneros Limnothrix y
Planktothrix (Chico, 2010).
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Descripcion de Géneros del orden Chroococcales

Géner o Coelosphaerium

Cianobacterias unicelulares, con células agrupadas en colonias mucilaginosas de forma esférica
u ovoide, en ocasiones compuestas por subcolonias. El mucilago es incoloro y homogeéneo,
dificilmente distinguible al microscopio. Presenta células esféricas, generalmente sin vesiculas
de gas salvo en las especies C. dubiumy C. natans. Las células se organizan de formairregular,
con tendencia aformar una capa mas densa en la periferia de la colonia. La division celular se
produce en dos planos perpendiculares entre si y ala superficie de la colonia. La reproduccion
se produce mediante desintegracion de la colonia y liberacion de subcolonias (Gémez y
Quesada, 2011).

Género Woronichinia

Colonias microscopicas méas 0 menos esféricas, habitualmente compuestas por sub-colonias.
Las colonias de su especie tipo, Woronichinia naegeliana, presentan una forma arrifionada
caracteristica. Las colonias estédn envueltas por un mucilago fino, que forma pediinculos en €
centro dela colonia (Aguileray Echenique, 2018)

Las células tienen formas desde sub-esféricas ligeramente elongadas a ovaladas u ovoides. La
division celular se produce en dos planos perpendiculares entre si y ala superficie delacolonia.
En las colonias maduras, las células se agrupan formando una densa capa en la periferiade la
colonia (Gomez y Quesada, 2011).

Género Microcystis

El género Microcystis son colonias con formas esféricas e irregulares, microscépicas y
macroscopicas, flotantes, tienen un mucilago comun, un poco homogeéneo y fino. Presenta una
division celular en tres planos perpendiculares entre si, 1o que proporciona a la colonia una

marcadatridimensional (Gomez y Quesada, 2011).
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- Especie Microcystis aeruginosa (Kitzing) Kitzing 1846

EnlaFiguraly Tabla 1l se presenta a la cianobacteria Microcystis aeruginosa, vive en agua
dulce y tiene capacidad de formar floraciones algales nocivas de importancia econdmica y
ecolOgica, ya que producen neurotoxinas y hepatotoxinas peptidicas, como microcistina y
cianopeptolina. Estas cianobacterias se caracterizan por tener células pequefias que carecen de
vainas individuales, por 1o genera se organizan en colonias que comienzan en forma esférica,
pero pierden su coherencia y se forman irregularmente con € tiempo, sus vesiculas
proporcionan laflotabilidad necesaria para que permanezcan aun nivel dentro de lacolumnade
agua y obtener niveles éptimos de luz y didxido de carbono para un crecimiento rapido
(Oberholster et al., 2014).

Figura 1. Microcystis aeruginosa Kiitzing. Fuente: Algae Base (2018).
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Tablal
Clasificacion Taxondmica de la cianobacteria Microcystis aeruginosa

Taxonomia de Microcystis Aeruginosa

Imperio: Prokaryota

Reino: Eubacteria

Subreino: Negibacteria

Filo: Cyanobacteria

Clase: Cyanophyceae
Subclase: Oscillatoriophycideae
Orden: Chroococcales
Familia: Microcystaceae

Fuente: Algae Base (2018).

Garcia (2005) agrega que los ecosistemas eutroficos han demostrado un nimero creciente de
blooms de cianobacterias téxicas, asi como la Microcystis aeruginosa. La morfologia, la
composicion quimicay latoxicidad de las cianobacterias interfieren de manera negativa con la
aimentacién, nutricion, supervivencia, reproduccion y crecimiento de las especies de
cladoceros, por €llo se han redlizado estudios sobre los efectos agudos de Microcystis

aeruginosa en poblaciones aidladas de lagos a exposicién de abundantes cianobacterias.

Chen et al (2010) mencionan que M. aeruginosa podria sobrevivir y crecer en un amplio rango
de temperaturade 15 a 40 °C con el 6ptimo de 25 a 30 °C; mas alla de los 45 °C dejo de crecer
y muri6 gradualmente. El pH vari6 de 6.5 a 9.5 favoreciendo € crecimiento y el 6ptimo fue de
8.0 a 9.0. Ademas, Huang y chen (2013) recomiendan que uno de los parametros mas
importantes parael crecimiento de las cianobacterias es el oxigeno disuelto, este parametro varia

ya que la fotosintesis de la Microcystis aeruginosa produce oxigeno, la respiracién consume
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oxigeno y lamuerte descompone oxigeno. Indicando que segun lacantidad algal que hayaen el

cuerpo de aguavaavariar la cantidad de oxigeno disuelto.

Por otro lado, Wu et al (2011) en su investigacion afirman que la comida para peces puede
estimular significativamente el crecimiento de las algas. La densidad de las cdlulas de las algas
aumento drasticamente con e estrecho rango de dosis de alimento para peces de 0-0.2 g.
Ademas, la liberacion inicia de nutrientes de la comida para peces crea ambientes adversos

como baja disponibilidad de oxigeno y pH reducido.

Toxinas producidas por cianobacterias

L as cianobacterias son productoras de una ata variedad de metabolitos secundarios, algunos de
ellos generan toxicidad en animal es humanos, denominados cianotoxinas. Se cuenta con muchos
registros de casos de toxicidad y mortandad de animales como efecto de estas toxinas en €
ganado vacuno. Ciertos cientificos como Fialkowsak y Pagjdak-Stos (2002), Cantoral et al (2017)
y Lucena (2008) tienen evidencias que las cianotoxinas pueden estar asociadas como un
mecanismo de defensa contra los depredadores para impedir que compitan las algas del
fitoplancton o plantas, sin embargo, algunos autores proponen gque las toxinas no tienen funcion

especifica conocida (Briand et al., 2003).

Muchas de | as cianotoxinas se encuentran en la parte internade lacélula, son liberadas a medio
por lisis o ruptura celular, esto ocurre en el proceso de senescencia natural 0 por consecuencia
de algun factor ambiental (Chorus y Bartram, 2001). Por giemplo, los eventos de floracién
cianobacteriana duran pocos dias, pero en la etapa final del afloramiento, cuando las células
empiezan a desaparecer, se puede cuantificar valores médximos de cianotoxinas que estan
disueltos en el medio acuético. Por tal razon, algunos métodos pararemover cianobacterias que
propongan lamuerte celular pueden ser adversos porque favorecerian aquelastoxinas seliberen
en el medio acuético (Prieto et al. 2008)
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Las cianotoxinas cuando han sido liberadas a medio acuético tienen una persistencia variable,
pueden ser algunos dias o0 incluso meses, luego de ser eliminadas por medio de fotdlisis o
biodegradadas por bacterias. Las microcistinas pueden tener una destruccién fotoquimica de
hasta el 40 % en un dia en condiciones de ata radiacion solar, ya que se acelerala degradacion
por lapresenciade pigmentos de la célulaque son solubles en agua y de &cidos humicos (Chorus
y Bartram, 2001).

Tipos de cianotoxinas, modos de accion y efectos

L as cianobacterias generan un grupo diverso de sustancias natural es, denomi nados cianotoxinas,
debido a que provienen de medios acudticos, la mayor parte de las toxinas producen mas dafio
alos animales terrestres que alos animales acuéticos (Briand et al., 2003), ya que los animales
de medio acuético suelen presentar adaptaciones permitiéndoles sobrevivir en presencia de las
toxinas, sin embargo, se convierten en especies bioacumuladoras de |las toxinas.

Las cianotoxinas se clasifican en funcion de los efectos toxicos que producen (Tabla 2) (ver
Apéndice 3)

- Dermatotoxinas: aplisiatoxinas, lipopolisacaridos, lyngbyatoxina-a,
- Neurotoxinas. -a, anatoxina-a(s), saxitoxinas, anatoxina-a, homoanatoxina

- Hepatotoxinas. nodularina, microcistinas, cilindrospermopsina.

Tabla?2
Grupo de toxinas de cianobacterias, principales productores, principal es efectos téxicosy

biotransformacion

Agente Productor M ecanismosy
Grupo detoxinas (género) Efectos Biotransformacion
Inhibicion de la Citocromo P-450
. actividad Glutation-S-
Anatoxinas Anabaena acetilcolinesterasa Trangferasa
(GST)
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Anatoxin-a(s)

Cilindrospermopsin

as

Lipopolisacéridos

Microcistinas

Nodularinas

Saxitoxinas

Anabaena
Aphanizomenon
Cylindrospermopsis
Planktothrix
Oscillatoria
Microcystis
Cylindrospermopsis
Aphanizomenon
Umezakia
Raphidiopsis
Anabaena

Lyngbya
Anabaena

Anacystis
Microcystis
Nodularia
Microcystis
Anabaena

Plankthotrix
Nostoc
Anabaenopsis
Hapal osi phon

Nodularia

Dinoflagelados

(Protogonyaulax,
Alexandrium,

Gymnodinium,
Pyrodinium)

Cianobacterias

(Aphanizomenon,
Anabaena,

Lyngbya,
Cylindrospermopsis)

Unidn irreversible alos
receptores nicotinicos de
acetilcolina

Inhibicion sintesis de
proteinas

Dafo citogenético en €
ADN

Irritante potencial,
afectando alostejidos
expuestos

Inhibicién de las fosfatasas
de proteinas (PP1y PP2A)

Estrés oxidativo

Inhibicién de las fosfatasas
de proteinas
(PP1y PP2A)

Unidn y blogqueo de canales
de sodio en células
nerviosas

Citocromo P-450
GST

Citocromo P-450

Viadternativade
desacetilacion
lisosomal

GST

GST

GST

Fuente: Prieto (2006).
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Segun los mecanismos y efectos (Tabla 2), las microcistinas actian mediante la inhibicion de
las proteinfosfatasas 1 y 2A (PP1Y PP2A), yaque el residuos de lacisteina 273 de la subunida
catalitica PP1 se une covalentemente a grupo carbonilo de Mdha de la microcisting, a
introducir €l Adda en la parte hidrofébica del sitio catalitico de la enzima es la que la vuelve
inactiva. Ademas, pueden generar especies reactivas de oxigeno (ERO’S) y por ello generar
estrés oxidativo (Arzate, 2008).

Cameén (2006) a aidar y caracterizar diversas toxinas producidas por cianobacterias cuyos
efectos toxicos principales son: neurotdxicos, hepatotdxico y dermatdxicos, demuestra que las
hepatotoxinas que af ectan principalmente a higado, actlan através de lainhibicion de proteinas

fosfatadas, estrés oxidativo y &cido araquidénico.

Microcistina

Carvgjal (2011) menciona gue, la produccién de microcistina esta dada por una variedad de
especies de cianobacterias plantonicas, como e género Microcystis que incluye a Microcystis
ichthyoblabe, Microcystis viridis, Microcystis aeruginosa y Microcystis botrys, por otro lo lado
el género Planktothrix que incluye a Planktothrix Mougeotii, Planktothrix argardhii y
Planktothrix rubescens, ademas del género Anabaena como Anabaena circinalis, Anabaena
flos-aquae, , Anabaena lemmermannii y otros como Showella lacustris y Nostoc sp. Sin
embargo, las més estudiadas y frecuentes son las especies Microcystis aeruginosa y Planktothix

La toxina microcistina proviene de familias de mas de 80 heptapéptidos ciclicos, actia
generando un colapso en toda laestructuratisular hepética, hemorragiaintrahepaticay necrosis.
Para €l caso de lamicrocistina LR (MCLR) a concentraciones de 10 uM generan dafios en el
proceso celular de las células HaCaTl (queratinocitos humanos), obteniendo un potencia

queratinotoxica (Carvajal, 2011).

22



Las microcistinas son péptidos monociclicos pequefios muy estables, de siete aminoécidos,
unidos por enlaces peptidicos con estructura general, Ciclo (-D-Alal-L-X2-DMeAsp3-L-Z4-
Addab-D-Glu6-Mdha7) (Figura 2); donde X e Y representan posiciones ocupadas por L-
aminoacidos variables; con un peso molecular de aproximadamente 1 000 Da, € cua varia
segun su estructura. Ademés, contienen dos D-aminoécidos convencionales en las posiciones
uno y seis; acido Deritro-B-metilaspartico en posicion tres y en posicion siete usualmente
Nmetildehidroalanina. El B-aminoacido Adda (acido 3-amino-9-metoxi-2, 6,8- trimetill-10-
fenildeca-4,6-dienoico), Unico y caracteristico de las MCsy NODs, esta asociado ala toxicidad

in vivo de lamolécula (Figura 2) (Pirez, 2019)
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Figura 2. Estructura general de las microcistinas. Fuente: Pirez (2019).

Implicancias eco toxicol6gicas de la toxina

Los efectos de intoxicacion aguda en presencia de la toxina microcistinas se basa por generar
un alto dafio a higado, generando alteraciones del citoesgqueleto, apoptosis y amplias necrosis
de hepatocitos, que generan sangrado intrahepatico y posterior a €lla, la muerte debido a
congestion en e higado y chogue hipovolémico (Carvgal, 2011). Ademas, Tencalla (1994)
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encontrd en su investigacién que lamicrocistina genera dafio hepético masivo con 550 pg/kg de
latoxina, ya que para unatrucha de 60 g esto equivale aingerir 0.1 a 0.4 g de peso himedo de

algas siendo propensos a intoxicaciones agudas.

Botana (2014) indica que los sintomas por intoxicacion de microcistina en las personas son
diarrea, vomito, piroereccion y debilidad, generando dafios a higado, necrosis al citoesguel eto
y cambios en la sangre, como consecuencia de todo €l peso del higado puede aumentar hasta el
100 % de su tamaiio real.

Prieto et al. (2008) mencionan que las microcistinas son la causa de haber originado
intoxicaciones letales en animales y en humanos (ver Apéndice 4), estan consideradas como un
problema ecotoxicoldgico, ambiental y principalmente sanitario, destacando su posible
actividad carcindgenica. En ese sentido, la OMS ha establecido una ingesta diaria tolerable
(IDT) provisional de 0,04 pg/kg/dia equivalente de microcistina, en relacion con este valor guia
se consideraque por consumo de alimentos puede haber exposicion amicrocistinadel 20 % por
bioacumulacién en algunos tejidos de plantas, moluscos y pescados, ya que las cianobacterias

estan consideradas en |a dieta de muchos peces ciclidos tropicales y ciprinidos.

Segun Repetto (2012), los humanos estan expuestos alas microcistinas mediante e consumo de
musculo de animales (ganado, peces y moluscos) que hayan estado en contacto con aguas con
presencia de cianobacterias. Ademas, sefiaa que las microcistinas se pueden bioacumular en

musculos y diversos 6rganos de |os peces.

1.2.2. “Tilapia”

Las “tilapias” son peces endémicos originarios de Africay el Cercano Oriente, es uno de los

peces mas utilizados para realizar acuicultura contribuyen productivamente al 35 % del total de
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peces. La especie Oreochromis niloticus contribuye a 80 % de productividad, seguido de
Oreochromis mossambicus con € 5 % (Rosales, 2009). Se clasifican en:

Oreochromis areus “Tilapia azul” (Steindachner, 1864)

Es una especie planctivora, originaria de Camerun, Egipto, Israel, Jordania, entre otras zonas
tropicales y subtropicales de Africa'y € Oriente Medio. Se hizo una especie popular para el
consumo por lo que se ha introducido en diferentes partes del mundo debido a que es de
crecimiento rdpido y tolerantes a variacion de pardmetros fisicos y quimicos, temperatura entre
28y 36 °C, pH entre 7.5 y 9 y aguas con concentraciones de oxigeno entre 5 a8 mg/L 1o que
permite que se puedan manejar |os parametros de cultivo (Zafra et al., 2019).

Orechromis mossambicus “Tilapia del Mozambique” (Peters, 1852)

La“tilapiade Mozambique” crece en agua que variade &cida (pH de 5) aacaina(pH de9). La
“tilapia de Mozambique” es también la que més tolera ambientes salinos, a diferencia de otras
“tilapias” utilizadas para cultivo, se pueden aclimatar facilmente al agua de mar sin diluir. Sin
embargo, laviabilidad de los huevos y |os alevines se reduce en gran medida en €l agua marina.
Ademas, la “tilapia” puede sobrevivir a niveles bajos de oxigeno disuelto <2 mg/L) y atos
niveles de amoniaco (50 mg/L) durante periodos mas largos que la mayoria de |os otros peces
(Cabi, 2019).

Oreochromis niloticus “Tilapiadel Nilo” (Linnaeus, 1758)

La “tilapia” (Tabla 3) habita en aguas someras debido a que es una especie tropical, el rango de
temperaturaletal paralaespecie son menor a11-12 °Cy mayor a42 °C, mientras que, el rango
ideal es de 31-36 °C. Esta especie consume plantas acuéticas, fitoplancton, perifiton, fauna
béntica, pequefios invertebrados, desechos y capas bacterianas (detritus). Tiene un periodo de
incubacion de 1 — 2 semanas, tiene que considerarse la temperatura cuando se liberan los
alevines. Ademas, la especie genera una cantidad de huevos en proporcion a cuanto pesa la

hembra, por jemplo, si la hembra pesa 100 g desovara arededor de 100 huevos, mientras que,
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unahembra que pesa 600 g y 1 000 g puede generar entre 1 000 y 15 000 huevos (Organizacion
de las naciones unidas parala agriculturay alimentacion [FAO], 2018).

Tabla3

Clasificacién taxonémica de Oreochromis niloticus

Taxonomia de Oreochromis niloticus

Reino: Animalia

Filo: Chordata

Clase: Aptinopterygii
Subclase: Neopterygii

Infra clase: Teleostel
Superorden: Acanthopterygii
Orden: Perciformes
Familia: Cichlidae

Género: Oreochromis
Especie: O. niloticus (L,1758)

Fuente: Cabrera (2019).

Caracteristicas morfol 6gicas de las “tilapias”
En laFigura 3 se puede observar |a morfologia externa de la “tilapia” que tiene un solo orificio

nasal a cadalado de la cabeza, ya que sirve como entraday salida de la cavidad nasal.

Saavedra (2006, p.5) refieren:

El cuerpo de la “tilapia” es generalmente comprimido y discoidal, raramente alargado, la
boca es protréctil, generalmente ancha, para su locomocion poseen aletas pares e impares, las aetas

pares las constituyen las pectorales y las ventrales; las impares estén constituidas por las aetas
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dorsales, la caudal y la anal. La parte anterior de la aleta dorsal y anal es corta, consta de varias
espinas y la parte terminal de radios suaves, disponiendo sus aletas dorsales en forma de cresta. La
aletacaudal esredonda, truncay raramente cortada, como en todos | os peces, estaaletale sirve para

mantener €l equilibrio del cuerpo durante la natacion y a lanzarse en el agua.
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Figura 3. Morfologia externa de la “tilapia”. Fuente: Rosales (2009).

Lamorfologiainternade la“tilapia’ se presentaen laFigura4 detallando cada unade sus partes.
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Figura 4. Morfologia interna dela “tilapia”. Fuente: Rosales (2009).

INTESTING,

Luchini (2006) explica que las “tilapias” Oreochromis niloticus, destacan por su crecimiento
rapido, reproduccién més tardiay posibilidad de originar una elevada generacion de alevinos a
diferencia de otros peces. Para hacer una buena crianza se debe tener en cuenta factores como
calidad de agua de cultivo, rango térmico, oxigeno disuelto, pH, entre otros parametros (Tabla
4).

Tabla4

Requerimientos medioambientales para la crianza de “tilapia”
Requerimiento Caracteristica

Calidad de aguade cultivo Es una especie con atos limites tolerables, puede vivir en
ambientes acidos y alcalinos, aguas salobres y saladas, ademés
tolera ambientes con presencia de amoniaco

Rango térmico Tiene un rango optimo entre 27 °C y 32 °C, cuando esta por
debajo 0 encima del rango 6ptimo el apetito y crecimiento del
pez disminuye. En temperaturas de 8 — 10°C son letales paralos

peces.
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Oxigeno disuelto Tolerarangos bajos de oxigeno disuelto, e rango oscilaentre 4
-8.5 mg/l. Se menciona que e aumento de concentracién de
oxigeno disuelto en el aguamejora el crecimiento y conversion
de “tilapia”

pH La especie sobrevive en aguas de bajo, sin embargo, € rango
aceptable oscila entre 6.5 — 8.5. En aguas de pH 3 se ha

constatado la muerte total sobreviviendo entre 1y 3 dias

Turbidez Seguin la lectura de Disco Secchi se debe mantener 30 cm de
visibilidad
Luminosidad Esimportante tener radiacién solar ya queinfluye en el proceso

de fotosintesis, originando la produccion primaria (cantidad de
plantas verdes en un periodo de tiempo)

Altitud 850 — 20 000 m.s.n.m

Nitritos y nitratos 0.1 mg/L y 1.5— 2.0 mg/L respectivamente

Fuente: (Saavedra, 2006) y (L uchini, 2006)

Bautista (2011) resalta los factores a tenerse en cuenta para realizar crianza de “tilapia” y
cumplir con sus exigencias necesarias como son turbiedad, color, olor y sabor, temperatura,
amonio, nitratos y nitritos, agregando que es importante considerar lacalidad del aguaen laque
se cultivan a estas especies ya que | os problemas de contaminacion actuales, ante un exceso de
nutrientes podria generar eutrofizacion de cianobacterias toxicas que pueden afectar a los
organismos con ateraciones genéticas, siendo susceptibles a enfermedades y bioconcentracion
de plaguicidas y metales pesados.

Efectos toxicos de la microcistina en “tilapia” Oreochromis niloticus

Las microcistinas afectan a la subunidad-p de la ATP sintasa resulta ser diana de union de la
MC-LR lo que causa apoptosis mitocondrial aaltas concentraciones. Junto a estos mecanismos,
el estrés oxidativo juega un papel muy significativo en la patogenicidad de estas toxinas,
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detectandose un aumento en la produccion de Especies Reactivas de Oxigeno (ERO) y de la
peroxidacion lipidica (LPO) en diferentes 6rganos, asi como cambios en la actividad de diversas
enzimas antioxidantes, tales como Superdxido dismutasa (SOD), Catalasa (CAT) Glutation
peroxidasa (GSH-Px), Glutation reductasa (GR). Se ha demostrado asimismo la ateracion de
los niveles de Glutation reducido (GSH) en roedores y peces por accion delasMC. Prieto et al.
(2008) indica que la dosis letal media (DLsg) para peces es mayor en comparacion con
mamiferos roedores, esto se debe aque |os efectos en peces no sdlo son hepatotoxicas, sino que
pueden afectar a mas de un 6rgano, pueden constituir parte de la dieta de algunas especies de
peces como ciclidos y ciprinidos tropicales, causando inhibicién de las fosfatasas de proteina
tipo 1y 2A, lo que causa un aumento en la fosforilacion de las proteinas celulares que activala
cascada, desencadenando €l proceso de apoptosis con € consecuente dafio celular. Pavén et al.
(2011) revel6 en su investigacion que a concentraciones més bajas de microcistina se producia
Ma&s apoptosi s que Necrosis y a concentraciones més altas se produjo mas necrosis que apoptosis
en |os peces Oreochromis niloticus.

En estudios de Oreochromis niloticus a nivel de laboratorio, administradas por via
intraperitoneal con niveles puros de MC-LR y MC-RR se observé que las lesiones
histopatoldgicas son cualitativamente similares para ambos congéneres, sin embargo,
predomina los dafios hepéticos para las MC-LR y los renales cuando se administra MC-RR.
Para las Oreochromis niloticus bajo exposiciones subcrénicas de MC-LR provenientes de
floraciones naturales de cianobacterias administradas junto con la comida racional del pez,
simulando la via natural de exposicién, produjeron alteraciones histopatol égicas en higado,
rifidn, y en menor medida en branquias 'y en células de la mucosaintestinal (Molina, 2005). En
branquias observaron hiperemia generalizada y en intestino hiperplasia y células picnéticas
(Atencio et al., 2008).

Mariduefia (2011) al estudiar las muertes masivas de peces segun los pardmetros ambientales,
biol6gicos, identificacion de especies y la histopatologia de peces, verifica que se presentan

muertes masivas debido ala presencia de microcistinas a atas concentraciones.
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Sanchez et al. (2018) indicaquela“tilapia”’ (Oreochromis niloticus), es una especie cosmopolita
gue ha sido reportada en ecosistemas muy eutrofizados con presencia de cianobacterias que
contaminan y presentan riesgos parasu salud y de los seres que |o consumen. Mariduefia (2011)
y Sanchez et al. (2018) investigaron las muertes masivas de peces analizando pardmetros
ambientales, bioldgicos, identificacion de especies y su histopatologia, concluyendo que se
presentan muertes masivas de peces debido a la presencia de microcistinas en altas
concentraciones, generando alto riesgo para la poblacién acuaica. Ademés, Malbrouck y
Kestemont (2005) mencionan que, en la etapa mas joven de |0s peces, es decir |os alevines son
mas sensibles a compuesto téxicos en comparacion con los jovenes y adultos, esto es probable
a su delgada capa epitelial, superficie corpora grande y a las perturbaciones en su desarrollo

gue originan lamuerte.

Las Microcistinas son absorbidos por los peces mediante los opérculos branquiales o por €
tgjido intestinal, produciendo que las toxinas se transporten rgpido mediante e flujo sanguineo
repartiéndose a los distintos 6érganos o tejidos; es por ello que se encuentra en |os 6rganos mas
irrigados como el higado, rifién, intestino y opérculos una mayor distribucion de microcistina
(Prieto et al. 2008).

1.2.3. Humedal de Medio Mundo

El &rea de conservacion regional (ACR) albuferas de medio mundo, se ubica en € distrito de
Vegueta, provinciade Huaura, departamento de Lima, Perd. A unaaturade 12 m.sn.m.y ene
kildmetro 177 de la Panamericana Norte. Tiene un areade 687.71 ha, siendo 206.10 ha cuerpo
de agua y 66.50 ha pantano. Sus medidas son de 5.775 km de largo y de 165 a 525 m de ancho
(Gobierno regiona de Lima[GORE-LIMA], 2014).
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Mediante la Estrategia Nacional de los Humedales se ha aprobado la clasificacion de humedales
en tres grupos. humedales costeros, andinos y amazénicos, |os humedales son un ecosistema
importante a nivel de lalocalidad ya que sirve como reserva de agua dulce, asi mismo alberga
especies en peligro de extincion 0 amenazadas, presenta recursos naturales para extraccion
COMo juncosy totorales, por otro lado tiene servicios eco sistémicos como proveer agua, recarga
y descarga de acuiferos, estabilizacion de la linea costa, retencién de sedimentos, control de
inundaciones, retiene nutrientes, proporciona recursos hidrobiol 6gicosy transporte por el medio
acuatico, estabiliza los microclimas y posee un ato valor cultural siendo un espacio de

recreacion y turismo paralas personas (Ministerio del ambiente [MINAM], 2015).

Quiroz (2019) menciona que los resultados de la variabilidad de las caracteristicas
fisicoguimicas dela columnade agua, fue muy similar en los 3 nivel es de muestreo, clasificando
a Humeda de medio mundo en estado eutrofico en las 6 fechas que han sido evaluadas (ver
Apéndiceb).

Prado (2018) reporta que las actividades econdmicas que se realizan en el Humedal de medio
mundo son: pesca artesanal, cultivo y extraccion de junco y totoray el turismo. Sin embargo, la
avicultura desarrollada por la empresa Redondos S.A. representa una amenaza respecto a la
sanidad del humedal, debido a que recibe infiltraciones de agua que provienen de la granja de
dicha empresa, aumentando la carga organica del humedal, por lo tanto influye en el aumento
de nutrientes acelerando € crecimiento algal en el cuerpo de agua significando un riesgo para
lasalud publicadelosvisitantes, aves migratoriasy avesresidentes del humedal, porgue podrian

presentar enfermedades por |as toxinas que generan |las especies.

Benites et al. (2013) en su investigacion concluyeron que e humedal de Medio Mundo se
encontraba en proceso de eutrofizacion originado por las heces y restos de la alimentacién
suplementada no captadas por la crianza de peces, descarga de desagiies agricolas, presencia de

animales alrededor de la laguna y por contaminacion de las actividades turisticas. Ademas,
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Alvarez (2016) en su investigacion obtuvo resultados que constatan la contaminacion por
detergentes (originadas por las actividades de lavado en los canales de abastecimiento de agua

del humedal), cuyas concentraciones fueron elevadas.
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CAPITULO II. MATERIALESY METODOS

2.1. Disefio delainvestigacion

La presente investigacién tiene un enfoque cuantitativo porque realizé varios procesos que
generaron datos y que fueron analizados para probar la hipotesis formulada. Ademas, presenta
un disefio de tipo experimental debido a que se trabgd con tratamientos a diferentes
concentraciones dela cianobacteria, con un a cance exploratorio parapoder identificar s genera
toxicidad, tal como describe Herndndez et al. (2010).

2.1.1. Lugar y fecha

L as muestras de la cianobacteria Microcystis aer uginosa empl eadas en la presente investigacion
se extrgeron ded Humeda de Medio Mundo, distrito de Vegueta, Provincia de Huaura,
Departamento de Lima (Figura5). Los andlisis y tratamientos se realizaron en € laboratorio de
Microbiologia y Biotecnologia de la Universidad Catdlica Sedes Sapientiae-Sede Lima. La
investigacion tuvo una duracién de ocho meses desde enero 2018 hasta setiembre del 2018.

El Humeda de Medio Mundo se ubica en € distrito de Vegueta, provincia de Huaura,
departamento de Lima, a unos 172 kilébmetros a norte de Lima. El espejo de agua del humedal
es de aproximadamente siete kilometros de largo por 500 metros de ancho, tiene una
profundidad maxima de cinco metros. Esta separada del mar por 250 metros y sus coordenadas
son: 10° 55 14° y 77° 41> 25°.
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Figura 5. Ubicacion de los muestreos del efluente en el humeda Albuferas de Medio Mundo,
Huaura-Lima. Fuente: Elaboracion propia.

2.2. Descripcién delainvestigacion

2.2.1. Fasepreliminar

Comprendio actividades como:

- Revision de lainformacion sobre floraciones algales en el Humeda de Medio Mundo.
- Adquisicion de aevines de “tilapia” para su acondicionamiento y aclimatacion.
- Elaboracion del mapa base de ubicacion de los puntos de muestreo.

- Adquisicién e Kit Fresh water strip test paramicrocistinay de los materiales a utilizar.
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2.2.2. Fasede campo

a) Extracciéon de Microcystis aeruginosa en e Humedal de Medio Mundo

En la Figura 6 se muestra la extraccion de las muestras de agua con contenido de Microcystis
aeruginosa realizado el 04 de febrero del 2018, utilizando un tamiz de 400 mesh ~ 37 micras.
Posteriormente, se coloco € contenido en frascos de vidrio en una caja térmica (cooler) a4 °C
para ser trasladados y estudiados en € |aboratorio, segiin metodol ogia trabajada por (Ministerio
del ambiente[MINAM], 2014; Chicllay Sanchez, 2018).

Figura 6. Extraccion de lamuestra en € Humedal de Medio Mundo. Fuente: Elaboracion propiaa
partir de Chicllay Sanchez (2018).

b) Obtencion y adaptacién en peceras de Oreochromis niloticus

Se obtuvo un millar de alevines de “tilapia” provenientes de criaderos de la ciudad de Tingo
Maria, Provinciade Leoncio Prado, departamento de Huanuco. L os peces fueron trasladados en
bolsas inyectadas de oxigeno con aislamiento teniendo en cuenta la guia de métodos para
transporte de peces vivos (Organizacion de las naciones unidas para la agricultura y
alimentaciéon [FAQ], 2019) (ver Apéndice 6) este procedimiento estuvo a cargo del mismo
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criadero, los alevinos se recogieron en el terminal de Lima. En lainvestigacion se utilizd 160
alevines de “tilapia”.

2.2.3. Fasedelaboratorio

a) Cultivoy Obtencion de biomasa de Microcystis aeruginosa

Para obtener la biomasa se realizd el cultivo en tubos de ensayo conteniendo medio de cultivo
BG11 (Tabla 5). El medio de cultivo fue esterilizado usando un autoclave de 15 Ib/in? (1,1
kg/cm?) /120°C durante 15 minutos. Posteriormente, se escal 6 en matraces de 250 ml, y de esa
manerallegar aun volumen de 1 L, acondiciones de pH 8, 1100 Lux deiluminaciény a25 °C
de temperatura constante (Figura 7) (Martinez, 2018), (Mazur y plinski, 2001).

Tablab
Composicién del medio de cultivo BG11

COMPUESTO CONCENTRACION

NaNO3 1500 mg.L*
K2HPO43HO 40 mg.Lt
MgSO4 7H20 75mg.L?
CaCl22 H.0 36 mg.L*
Acido citrico 6 mg.L?
Citrato férrico-amoniaco 6mg.L?
Na-EDTA 1.0mg.L?
NaCOs (H20) 20mg.L*
Solucion de Micronutrientes 1.0ml

Fuente: Park et al. (2004).
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Figura 7. Cultivo de Microcystis aeruginosa. Fuente: Elaboracion propia.

Cinética poblacional dela Microcystis aeruginosa

Se determiné el crecimiento poblacional de |as cianobacterias mediante conteo de colonias cada
24 horas durante 30 dias, para registrar la cinética de crecimiento de la cianobacteria. Para
uniformizar las muestras se agitaron con el Vortex, y se realiz6 e conteo colocando 1.0 ml del

cultivo en la camara Sedwick Rafter para seguir con el conteo respectivo (Figura 8).

Tasa de crecimiento (Sanchez, 2014):

Es un indice que indica cuanto esta aumentando o disminuyendo la poblacién en un tiempo
determinado (Instituto nacional de estadisticay censos [INEC], 2018), parala estimacion de la

tasa de crecimiento se asumi6 ladindmica del cultivo mediante la ecuacion:
InNt = a + bt

Que es equivalente ala siguiente expresion:

Nt == Noe”t

Donde;
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Nt: Poblacion final

No: Poblacioninicia

e: Constante neperiano

W Tasa de crecimiento exponencial

t: Tiempo

Tiempo de duplicidad (T) (Martinez, 2018):

Sirve paracalcular cuanto tiempo le toma ala poblacion duplicarse seguin latasa actual de
crecimiento (INEC, 2018).

- Ln(2)
r

Donde

r: tasa de crecimiento exponencial

Capacidad de Carga (K) (Sanchez, 2014):
Es e tamafio maximo que puede acanzar una poblacion para mantenerse en el tiempo
(Fandos, 2015)

K

1—(1—%)—ut

Nt =

Donde:

Nt: eslapoblacion en e tiempo t
wmax : tasa méximade crecimiento

K: lacapacidad de carga del cultivo.
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Figura 8. Determinacion de la cinética de crecimiento de las cianobacterias con la cdmara de
Sedgwick Rafter. Fuente: Elaboracion propiaa partir de Martinez (2018).

b) Decloracion de agua para las peceras

El agua potable proveniente de |as viviendas y/o instituciones pasan por tratamientos fisicos y
quimicos para que € agua sea apropiado para € consumo humano, sin embargo a tener
quimicos desinfectantes como € cloro, resulta perjudicial por ser téxico paralos peces, es por
ello que se recomienda eliminar este compuesto para acuarios o criaderos (Industrias canarias
del acuario sociedad an6nima [ICASA], 2017). Teniendo en cuenta lo descrito, para la
investigacion se utilizd un anticloro de la marca aquamaker, para que precipite y disuelva
rapidamente €l cloro del agua que se utilizo en las peceras.

Se llenaron las peceras con agua potable proveniente de la universidad y se aplico una gota de
anticloro por cada tres litros de agua siguiendo la metodologia de (Arboleda, 2006). Se degjo
reposar por 10 minutos y posteriormente se adicionaron |os peces.
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c) Implementacion y adaptacion delos alevines de “tilapia” a condiciones de

laboratorio

Por cada unidad experimental fueron colocados 20 alevinos en una pecera de vidrio (60 cm x
40 cm x 30 cm) que contenian 50 L de agua declorada con un tiempo de adaptacion de 15 dias

(Tabla6). Parala presente investigacion se utilizaron 8 peceras de vidrio con condicionesfisicas

para su adaptacion (Figura 9).
Tabla 6
Condicionesfisicas para la adaptacion de los alevines de “tilapia” a condiciones de
laboratorio
Instrumento Medida
N° de peces por pecera Redes de pesca 20 unidades
Pecera Vidrio de 60 cm x 40 50L
cmx 30 cm
Aireacion Bombas aireadoras 3500 CC/min,
marca Big Boy potenciade 5.5 W
Fotoperiodo Luz artificial (Foco) 12 hrsluz por 12
hrssin luz
Temperatura Calentadores marca 30°C
Dolphin de 50 watts

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 9. Acondicionamiento de |os alevines de Oreochromis niloticus. Fuente: Elaboracion
propia

d) Incorporacion de Microcystis aeruginosa en las unidades experimentales

Teniendo los valores indicados para cada tratamiento (5 x 10°%, 1.0 y 1.5 x 107 cel.ml? de
Microcystis aeruginosa), se adiciona el contenido de las botellas en cada pecera (Figura 10),

midiendo latemperatura, pH y oxigeno disuelto.

Figura 10. Vertimiento de Microcystis aeruginosa a cada pecera. Fuente: Elaboracion propia.
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2.3. Tratamientos

Los tratamientos realizados se detallan en la Tabla 7. Los peces (n=20) se mantuvieron en
acuarios de capacidad de 50 L tanto parael T1, T2, T3 como para & control (TO) durante 30
diasy fueron alimentadas con unaracion comercial de acuerdo a su biomasa.

Tabla7
Descripcion de los tratamientos 'y € control por dosis de Microcystis aeruginosa
Tratamiento Descripcion
T1 5.0 x 10° cel.ml** de M. aeruginosa en 50 L de

aguadeclorada + 20 peces O. niloticus

T2 1.0 x 10’ cel.mI** de M. aeruginosa en 50 L de
aguadeclorada + 20 peces O. niloticus

T3 1.5 x 10’ cel.mI** de M. aeruginosa en 50 L de
aguadeclorada + 20 peces O. niloticus

T0 50 L de agua declorada + 20 peces O. niloticus
(Testigo)

Fuente: Elaboracion propia a partir de Kamogae et al. (2008).

2.4. Unidades experimentales

En la presente investigacion se consideraron un total de cuatro tratamientos incluido e control
con dos repeticiones haciendo un total de ocho unidades experimentales, las cuales estuvieron
conformadas por una peceravidriada conteniendo 20 alevinos de “tilapia” con un peso promedio

de 50 £ 10 g en 50 L de agua con poblaciones de Microcystis aeruginosa.



2.5. ldentificacion de sus variablesy su mensuracion

Laidentificacion de las variables del estudio y su mensuracion correspondiente se detallaen la
Tabla8.

Tabla 8

I dentificacion de variables y su mensuracion

Instrumentos Unidad M etodologia-

de Referencia
medida
Variable Camarade Cel/mli (Universidad
Independiente Poblaciones  Conteo de sedwick Naciona Mayor
(V1) de colonias Rafter de San marcos
cianobacterias [UNMSM],
2014)

Mortandad en N° de %

“tilapia” muertos / (Instituto
concentracion Nacional de
de toxina estadisticae

informética
Variable Toxicidad en [INEI], 2000)
Dependiente  “tilapia” . _
(VD) Afecciondela Kit fresh Ppb
toxinaen water strip test
Organos Abraxis(2019)
i Rango

Parametros  Tiras Aznar (2000)

fisicogquimicos  reactivas mg/ L

del agua: Medidor
portatil °C
Termometro

Fuente: Elaboracion propia.

Analisisde los par @metr os fisicoquimicos

Serealizo la evaluacion de parametros fisicoquimicos del agua en cada pecera determinando €
pH, OD y Temperatura (Aznar, 2000).



Para medir el pH se utilizaron las tiras reactivas (Figura 11), se separé una tira reactivay se
humedecio ligeramente latiraen € liquido (1 a 10 segundos), se retird latirade liquido y se
compard € color queresultaen latiracon lagraficaque proporcionael fabricante paraaveriguar
el vaor.

’
B =

URRTLAL YEIT BTN

Figura 11. Evaluacion de pH de cada pecera con lastiras reactivas y con € kit analizador de
pH y cloro. Fuente: Elaboracion propia.

Para medir e oxigeno disuelto se usd e medidor portétil marca EZDO (Figura 12), que es un
sistemafacil deintercambio de médul os de sensores para medir diferentes parametros, muestra

el valor de medicion actual automaticamente al insertar €l sensor a agua.

BRSPS ) ¢ i

Figura 12. Evaluacion de oxigeno disuelto (OD) de cada pecera con medidor portatil marca
EZDO. Fuente: Elaboracion propia.



Para medir la temperatura se utilizd un termémetro marca BOECO especial para piscinas o

peceras (Figura 13). Se coloco por 3 minutos y se visualizé la medida en grados centigrados.

Figura 13. Evaluacién de temperatura. Fuente: Elaboracion propia.
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Analisisdelatoxinaen aguay diferentes 6rganos

En la Figura 14 se muestrala metodologia del Kit de tiras para medir microcistinaen aguay 6rganos del pez.
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Figura 14. Diagramadel procedimiento de andlisis de toxina en aguay 6rganos del pez. Fuente: Elaboracion propia a partir de Abraxis (2019)
(ver Apéndice 7).
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2.6. Disefio estadistico

Se usd un disefio completamente al azar (DCA), en donde los a evines de Oreochromis niloticus
fueron sometidas a la actividad toxigénica de las poblaciones de Microcystis aeruginosa
obtenidade un afloramiento del Humedal de Medio Mundo y cultivadas en laboratorio. Ademés,
se tuvo un control que fue incluido como tratamiento conteniendo agua declorada sin presencia
de la cianobacteria

2.7 Modelo estadistico

yij=u+7ti+eij
Donde:
i = Concentracion de Microcystis aeruginosa
] = Repeticiones

yij = Evaluacion de latoxicidad en “tilapia” con lai-ésima concentracion de Microcystis
aeruginosa en laj-ésima repeticion

u = Efecto de lamedia genera de latoxicidad en “tilapia”
7i = Efecto de lai-ésima concentracion de Microcystis aeruginosa

eij = Efecto del error experimental de latoxicidad en “tilapia’ con lai-ésima concentracion de
Microcystis aeruginosa en la j-ésima repeticion.

2.8. Analisis estadistico de los datos

Los datos obtenidos se trasladaron a programa Microsoft Excel para redlizar las tablas y
graficos, y de esa manera poder observar € dinamismo de los parametros analizados en la

investigacion.

L os datos vaciados en el programa se exportaron al paguete estadistico SPSSv. 22, se aplicé un
andisis de varianza (ANOVA) y prueba de medias de Tukey donde se evalud los tratamientos



versus los parametros de OD, pH, concentracion de toxinas en aguas y 6rganos, con un nivel de
significancia de (p<0,05).

2.9. Materiales

2.9.1. Material biologico

- Alevines de Oreochromis niloticus

- Cianobacteria Mycrocistis aeruginosa

2.9.2. Medios de cultivo

- NaNOs, 1500 mg.L

- K2HPO4 3HO, 40 mg.L

- MgSOs4 7H20, 75mg.L™?

- CaCl22 H20, 36 mg.L !

- Acido citrico, 6 mg.L™?

- Citrato férrico-amoniaco, 6 mg.L™*

- Na-EDTA 1,0mg.L?

- N&pCOs3 (H20) 20 mg.L™

- Solucion de Micronutrientes 1,0 ml

2.9.3 Reactivos

- Metanol (CH 3OH) a 100 %
2.9.4 Equipos

- Tamiz de 400 micras

- Vortex

- Microscopio
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- Centrifuga

- Cooler

- Medido portatil de OD marca EZDO
- Tiras reactivas de pH

- TermOmetro de agua marca Boeco

- Camara sedwick rafter

2.9.5 Otros materiales

- Peceras de vidrio de 60 cm x 40 cm x 30 cm

- Bombas aireadoras de lamarca Big Boy (3 500 CC/min, potencia de 5.5 W)
- Cdentadores de 30 Watts

- Kit Fresh Water Strip Test paramicrocistina

La prueba se basa en € reconocimiento de microcistinas, hodularinas y sus congéneres por
anticuerpos. La reaccion anticuerpo- antigeno ocurre formando una linea visible en e &rea de
“prueba”, la cuantificacion se hace comparando laintensidad de lalinea de prueba con lalinea
de control y con la tabla proporcionada para aproximar la cantidad de toxina presente en las
muestras de agua. La tira detectara microcistinas y nodularinas de 1 ng/ml amés, en este nivel
lalinea de prueba presenta una intensidad moderada, a méas de 5 ng/ml lalinea de prueba no es

visible (Figura 15) (ver Apéndice 1).
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Figura 15. Interpretacion de resultados para el kit de tiras de microcistinas en ppb. Fuente:
Abraxis (2019).
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CAPITULO Ill: RESULTADOS

3.1. Caracterizacion poblacional de Microcystis aeruginosa

Las cianobacterias extraidas del humedal de Medio Mundo fueron identificadas como

Microcystis aeruginosa (Kutzing), las cuales han presentado formas coloniaes, con céulas

redondeadas, distribuidas de forma irregular en un mucilago comun. La Tabla 9 refiere las

dimensiones, formay volumen de la colonia de Microcystis aeruginosa.

Tabla9

Caracteristicas de la cianobacteria Microcystis aeruginosa en €l medio de cultivo BG11

Forma Esféricaasubesférica
Caracteristicas Geomeétricas Diametro (um) 123+ 11.21

Volumen (um?®)  259.57 + 25,55

r (dias?) 0.133
Parametros cinéticos de crecimiento K(colonias/dias)  499.9

T, dias) 5.211

Fuente: Elaboracion propia
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Mediante las férmulas se obtuvo los valores de |os parametros cinéticos de crecimiento de las
cianobacterias Microcystis aeruginosa (Kitzing) aislada del humedal Medio Mundo, tales

como: tasa de crecimiento (r), tiempo de duplicacion (T2) y la capacidad de carga (K).

El conteo de colonias fue hasta el dia 30, mostré un aumento del nimero de coloniasml en
tiempo, ademés se determind la tasa de crecimiento de manera constante. Se observa una buena
correlacion lineal, con un nivel de confianza a 95 % (R= 0.9527) indicando una produccién

constante y permanente durante lafase logaritmica del cultivo (ver Apéndice 2).

Se obtuvo lafase exponencial con unaduracion de 15 dias siendo €l inicio a partir del dia 5. El
valor de k correspondi6 a 499.9 colonias/dia, €l tiempo de duplicacién es de 5.211 dias, periodo

donde el nimero de células se duplica (Figura 16).

3500
3000

3000 2700
2500
= 2000 1800
£
yo)
O 1500
1000
1000 750
500
500
0
5 10 15 20 25 30
Dias

Figura 16. Curvade crecimiento promedio de Microcystis aeruginosa extraidas del humedal
de Medio Mundo en medio BG11 (31 dias de cultivo) X: Colonias de Microcystis aeruginosa
(cel/ml), Y= Dias transcurridos en € medio BG11. Fuente: Elaboracion propia.
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3.2. Variacion del pH, OD y latoxina microcistina presentes en aguas

3.2.1. Variacion de pH delas aguas después de los tratamientos

La Tabla 10 muestra los valores promedios de pH para cada tratamiento en cada semana de
evaluacion, teniendo un valor minimo de pH en el T3 en lasemana4 con 6.1 + 0.5, ligeramente
acido y un valor méximo en el T2 delasemana 3 con 7.8 + 0.6 siendo ligeramente alcalino. La
Tabla 11 muestra resultados del andlisis de varianza de pH entre tratamientos y semanas de

exposicion alatoxinamicrocistinay las Tablas 12 y 13 muestran €l andlisis de mediade Tukey.

Tabla 10
Variacion del pH en distintos tratamientos. (Promedio + DS) TO: Tratamiento control, T1:
Tratamiento 1, T2: Tratamiento 2, T3: Tratamiento 3

TRATAMIENTO SEMANA pH

7.8+ 0.2
78% 0.3
78+ 05
7+ 09
6.8+ 0.3
78% 05
7.8+ 04
6.4+ 0.5
6.8+ 0.3
6.8+ 0.6
7.8+ 0.6
6.3+ 04
78+ 05
78+ 0.3
78+ 04
6.1+ 05

[ERN

T0

T1

T2

T3

A OWONEFPRAAWONEPRAONERAODN

Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla 11

Anadlisis de varianza de pH entre semanas y tratamientos

Pruebas de efectos inter-sujetos

Variable dependiente: pH

Tipo Il de L
: Cuadrético .
Origen sumade al oromedio F Sig.
cuadrados
Modelo corregido 18.808 15 1.254 125.387 0.000
Interceptacion 2492.642 1 2492.642 249264.187 0.000
TRATAMIENTOS 3.711 3 1.237 123.687 0.000
SEMANA 11.766 3 3.922 392.187 0.000
TRATAMIENTOS™ 3.332 9 0.370 37.021 0.000
SEMANA
Error 0.320 32 0.010
Total 2511.770 48
Total corregido 19.128 47

a. R a cuadrado = 0.983 (R a cuadrado ajustada =0.975)

Fuente: Elaboracion propia

El andlisis de varianza (ANOVA) (p< 0.05) de los valores de pH medidos semana mente en

todos los tratamientos muestra una variacion significativa en todos los periodos analizados.

Tabla 12

Prueba de comparacion de medias de pH con los tratamientos

Variable dependiente:  PH
HSD Tukey

Comparaciones multiples

(1 V)

TRATAMIENTOS TRATAMIENTOS

CONTROL TRATAMIENTO 1
TRATAMIENTO 2
TRATAMIENTO 3
CONTROL

Diferenciade
medias (I-J)
0.6500
0.6250"
0.2000

-0.6500"

55

Error estandar

0.04082
0.04082
0.04082
0.04082

Sig.
0.000
0.000
0.000
0.000

Intervalo de confianza al 95%

Limite

inferior
0.5394
0.5144
0.0894
-0.7606

Limite

superior
0.7606
0.7356
0.3106
-0.5394



TRATAMIENTO
1
TRATAMIENTO
2

TRATAMIENTO
3

TRATAMIENTO 2
TRATAMIENTO 3
CONTROL

TRATAMIENTO 1
TRATAMIENTO 3
CONTROL

TRATAMIENTO 1
TRATAMIENTO 2

-0.0250 0.04082 0.927 -0.1356 0.0856
-0.4500° 0.04082 0.000 -0.5606 -0.3394
-0.6250 0.04082 0.000 -0.7356 -0.5144

0.0250 0.04082 0.927 -0.0856 0.1356
-0.4250° 0.04082 0.000 -0.5356 -0.3144
-0.2000° 0.04082 0.000 -0.3106 -0.0894

0.4500° 0.04082 0.000 0.3394 0.5606

0.4250° 0.04082 0.000 0.3144 0.5356

Fuente: Elaboracion propia

El andlisis de prueba de medias de Tukey indica que existe diferencia significativa en los

resultados de pH en casi todos |os tratamientos, aexcepcion del T1y T2 que no tiene diferencia
significativa (p >0.05).

Tabla 13

HSD TUKEY entre los resultados de pH y los tratamientos

HSD Tukey?®

PH

TRATAMIENTOS
TRATAMIENTO 1

TRATAMIENTO 2

TRATAMIENTO 3

CONTROL
Sig.

12

12

12

12

Subconjunto
1 2 3
6.9250
6.9500
7.3750
7.5750
0.927 1.000 1.000

Se visualizan las medias para | os grupos en |os subconjuntos homogeéneos.

Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadrética (Error) = .010.

a Utiliza € tamario de la muestra de |la media arménica = 12.000.

b. Alfa=.05.

Fuente: Elaboracién propia.
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Segun losresultados de andlisis de medias muestraque el T1y T2 no difieren significativamente

entre ellos (p.valor = 0.927), mientras que el T3y TO difieren de los anteriores.

3.2.2. Variacién de Oxigeno disuelto (OD) en las aguas después de los tratamientos

La Tabla 14 muestra los valores promedios de oxigeno disuelto en cada tratamiento en las 4
semanas de exposicion de la cianobacteria, teniendo un valor méximo en el T1 en la semana 4
con 4 .44 + 0.5 mg/L y presentando un valor minimo de 4.02 £ 0.3 mg/L en lasemana l. La
Tabla 15 muestra el andlisis de varianza de oxigeno disuelto medido en cada tratamiento en las
cuatro semanas de exposicién alatoxinamicrocistina. Las Tablas 16 y 17 muestran € andisis

de prueba de medias de Tukey.

Tabla 14

Variacion del OD en los ditintos tratamientos y semanas. (Promedio = DS)

TO: Tratamiento control, T1: Tratamiento 1, T2: Tratamiento 2, T3: Tratamiento 3

TRATAMIENTO SEMANA OD mg/L

1 41+04
4.04+ 0.5
4.03+0.9
42+ 0.6
4.02+0.3
4.04+ 0.5
4.2+ 0.6
4.44 + 0.5
411+ 0.7
4.09 +0.8
412 + 0.6
41+0.3
441+ 0.5
431+ 0.6
443+ 0.5
4.42 + 0.8

T0

T1

T2

T3

A WONEFEPRAWONEMAWOWONED~WDN

Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla 15
Anadlisis de varianza de OD entre semana y tratamientos

Pruebas de efectosinter-sujetos
Variable dependiente:. OD

Tipo Il de
sumade Cuadrético

Origen cuadrados al promedio F Sig.
Modelo corregido 1.238 15 0.083 42.173 0.000
Interceptacion 851.767 1 851.767 435408.307  0.000
TRATAMIENTOS 0.752 3 0.251 128.128 0.000
SEMANA 0.109 3 0.036 18.658 0.000
TRATAMIENTOS™ 0.376 9 0.042 21.359 0.000
SEMANA
Error 0.063 32 0.002
Total 853.068 48
Tota corregido 1.300 47

a. R a cuadrado =0.952 (R al cuadrado gjustada = 0.929)

Fuente: Elaboracion propia

El andlisis de varianza (ANOVA) de los valores de OD medidos semanal mente en todos los
tratamientos muestra una variacion significativa (p< 0.05) en todos los periodos analizados.

Tabla 16

Prueba de medias de Tukey para resultados de OD en |os tratamientos

Comparaciones multiples
Variable dependiente: OD

HSD Tukey
95 9% de intervalo de confianza
0 J) Diferenciade Limite
TRATAMIENTOS TRATAMIENTOS  medias(l-J)  Error estandar Sig. Limite inferior superior
CONTROL TRATAMIENTO 1 -.08250 0.04557 0.282 -0.2042 0.0392
TRATAMIENTO 2 -.06750 0.04557 0.457 -0.1892 0.0542
TRATAMIENTO 3 -.33000° 0.04557 0.000 -0.4517 -0.2083
TRATAMIENTO 1 CONTROL .08250 0.04557 0.282 -0.0392 0.2042
TRATAMIENTO 2 .01500 0.04557 0.988 -0.1067 0.1367
TRATAMIENTO 3 -.24750" 0.04557 0.000 -0.3692 -0.1258
TRATAMIENTO 2 CONTROL .06750 0.04557 0.457 -0.0542 0.1892
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TRATAMIENTO 1
TRATAMIENTO 3

TRATAMIENTO 3 CONTROL

TRATAMIENTO 1
TRATAMIENTO 2

-.01500
-.26250"
.33000°
.224750°

.26250"

0.04557
0.04557
0.04557
0.04557

0.04557

0.988
0.000
0.000
0.000

0.000

-0.1367
-0.3842
0.2083
0.1258

0.1408

0.1067
-0.1408
0.4517
0.3692

0.3842

*. Ladiferencia de medias es significativaen el nivel 0.05.

Fuente: Elaboracion propia.

El andlisis de prueba de medias de Tukey indica que existe diferencia significativa en los

resultados de OD de T3 con todos los tratamiento, mientras que los demés no tienen diferencia

significativa entre ellos (p >0.05).

Tabla 17
HSD Tukey para OD

HSD Tukey?

oD

TRATAMIENTOS
CONTROL
TRATAMIENTO 2
TRATAMIENTO 1
TRATAMIENTO 3
Sig.

N

12
12
12
12

Subconjunto paraafa=0.05

1
4.0925
4.1600
4.1750

0.282

2

4.4225
1.000

Se visualizan las medias para | os grupos en los subconjuntos homogeéneos.

a Utiliza €l tamafio de la muestra de |la media arménica = 12,000.

Fuente: Elaboracion propia.

Seguin los resultados del andlisis de medias para los tratamientos TO, T1 y T2 no difieren

significativamente entre ellos, sin embargo, € T3 difiere con los demas tratamientos.
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3.2.3. Variacién dela concentracion de lastoxinas en el agua de peceras

La Tabla 18 muestra la cantidad de toxina medida por € kit Fresh water strip test para cada
tratamiento en las cuatro semanas de exposicion, teniendo como concentracion maxima para el
T1y T2 delatoxinaen lasemana4 con 10 ppb, parae T3 tuvo concentracion maximaen las
semanas 3y 4 con 10 ppb, que es el valor méximo que representalaprueba. La Tabla19 muestra
el andlisisdevarianzadelatoxinamicrocistinapresente en el agua. Las Tablas 20 y 21 muestran

el andlisis de medias de Tukey.

Tabla 18
Variacion de toxina y poblaciones de M. aeruginosa segun |os tratamientos

Microcystis Toxina
TRATAMIENTO  aeruginosa (Cel/ml) SEMANA ppb
TO No presenta 1,23y4 0
1 0
0
5
10
0
5
5
10
0
5
10
10

6
T1 5x10

7
T2 1.0x 10

1.5x 10’
T3

A WONEPRA~AWONER~,WDN

Fuente: Elaboracién propia. Donde: ppb: partes por billon, T1: Tratamiento 1, T2: Tratamiento 2, T3:

Tratamiento 3
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Tabla 19

Analisis de ANOVA entre tratamientos y concentracion de toxina en € agua

Pruebas de efectos I nter sujetos

Variable dependiente: TOXINA AGUA

Tipo Ill de
sumade Cuadrético

Origen cuadrados a promedio F Sig.
Modelo carregido 555 5oge 3 87.500 6.655  0.001
Interceptacion 675.000 1 675.000 51.340 0.000
TRATAMIENTOS 262.500 3 87.500 6.655 0.001
Error 578.500 44 13.148
Total 1516.000 48
Total corregido 841.000 47

a. R al cuadrado = 0.312 (R al cuadrado gjustada = 0.265)

Fuente: Elaboracion propia

El andlisis de varianza (ANOVA) de los valores de concentracion de toxina Microcistina en

agua medidos semanal mente en todos |os tratamientos muestra una variacion significativa (p<

0.05) en todos los periodos analizados.

Tabla 20

Pruebas de medias de Tukey para concentracion de toxina en agua en los tratamientos

Variable dependiente:  TOXINA AGUA
HSD Tukey

Comparaciones multiples

0 @) Diferenciade ) . 95 % de intervalo de confianza
TRATAMIENTOS TRATAMIENTOS  medias (I-J) Error estandar S0 Limiteinferior Limite superior
CONTROL TRATAMIENTO 1 -3.75000 1.48030 0.069 -7.7024 0.2024
TRATAMIENTO 2 -5.00000 1.48030 0.008 -8.9524 -1.0476
TRATAMIENTO 3 -6.25000 1.48030 0.001 -10.2024 -2.2976
TRATAMIENTO 1 CONTROL 3.75000 1.48030 0.069 -.2024 7.7024
TRATAMIENTO 2 -1.25000 1.48030 0.833 -5.2024 2.7024
TRATAMIENTO 3 -2.50000 1.48030 0.342 -6.4524 1.4524
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TRATAMIENTO 2 CONTROL 5.00000 1.48030 0.008 1.0476 8.9524

TRATAMIENTO 1 1.25000 1.48030 0.833 -2.7024 5.2024
TRATAMIENTO 3 -1.25000 1.48030 0.833 -5.2024 2.7024
TRATAMIENTO 3 CONTROL 6.25000° 1.48030 0.001 2.2976 10.2024
TRATAMIENTO 1 2.50000 1.48030 0.342 -1.4524 6.4524
TRATAMIENTO 2 1.25000 1.48030 0.833 -2.7024 5.2024

Fuente: Elaboracion propia.

Segun los resultados de Tukey paralos resultados de concentracién de toxina en agua presenta
variacion significativade T1, T2 y T3 con € TO. Esto constata |os resultados debido a que €
control (TO) estuvo libre de Microcystis aeruginosa.

Tabla 21
HSD de Tukey para concentracion de toxina en agua

TOXINA AGUA

HSD Tukey?

Subconjunto para alfa=0.05
TRATAMIENTOS N 1 2
CONTROL 12 0.0000
TRATAMIENTO 1 12 3.7500 3.7500
TRATAMIENTO 2 12 5.0000
TRATAMIENTO 3 12 6.2500
Sig. 0.069 0.342

Se visualizan las medias paralos grupos en |os subconjuntos homogéneos.
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 12.000.

Fuente: Elaboracion propia.

Seguin losresultados del analisisdemediasel TOy T1 no difieren significativamente entre ell os,
mientras que € T3, T2 y T1 no difieren significativamente entre ellos pero si hay variacion
significativacon € TO.
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3.3. Variacién dela concentracion de toxina microcistina en diferentes 6rganos del pez

L os peces fueron sacrificados en la cuarta semana de exposicion, teniendo 2 meses de vida las

“tilapias”. Se eligio al azar 3 peces de cada tratamiento incluyendo el control.

LaTabla 22 describe € peso y tallade |os peces, donde el peso maximo parael TO corresponde
al pez 2 (P2), mostrando un peso de 18.2 g y unatallade 10.3 cm, y una concentracion de toxina
de O ppb. En & T1 corresponde a pez 2 (P2), mostrando un peso de 22.16 g y talla9 cm, y una
concentracion de latoxinade 5 ppb en higado y musculo, siendo el peso minimo el pez 3 (P3)
de6.77 g y talla 6.8 cm con una concentracion de toxina de 2.5 ppb parahigado y musculo. Las
Tablas 23 y 26 muestran el andisis de varianza de la concentracion de la toxina microcistina
en el higado y musculo del pez respectivamente. Mientras que, Las Tablas 24 y 25 muestran €
andlisis de medias de Tukey para el tejido del pez y las Tablas 27 y 28 el andlisis de medias de
Tukey para€l higado del pez.

Para T2 corresponde un peso maximo €l pez 1 (P1) con 17.72 g y tallade 9.5 cm mostrando una
concentracion de toxinade 5 ppb para higado y musculo, y un peso minimo el pez 3 (P3) con 6
gy talla6.5 cm mostrando una concentracién de toxina de 2.5 ppb para higado y musculo. Para
el T3 corresponde un peso maximo el pez 1 (P1) de 23.98 g y 10.5 cm de talla siendo € valor
de 5 ppb de concentracion de toxina para higado y musculo, y un peso minimo € P3de 12.79 g
y unatallade 9 cm, teniendo una concentracion de toxinade 5y 2.5 ppb para higado y muasculo.

Tabla 22

Variacion de la concentracién de la toxina microcistina (MC ppb) en diferentes 6rganos
segun el pesoy la talla del pez, TO: Tratamiento control, T1: Tratamiento 1, T2: Tratamiento
2, T3: Tratamiento 3

TRATAMIENTO PEZ PESO TALLA ORGANO
HIGADO MUSCULO-
(MC TEJDO

(9) (cm) ppb) (MC ppb)
TO P1 175 9.2 0 0
P2 18.2 103 0 0

63



P3 171 10 0 0
P1 16.1 9 5 2.5
T1 P2 22.16 11 5 5
P3 6.77 6.8 2.5 2.5
P1 17.72 9.5 5 5
T2 P2 135 8.5 5 5
P3 6 6.5 2.5 2.5
P1 23.98 10.5 5 5
T3 P2 22.19 105 5 5
P3 12.79 9 5 2.5

Fuente: Elaboracion propia.

Tabla 23
Andlisis de ANOVA entre concentracion de toxina en el misculo de cada pezy entre los

tratamientos

Pruebas de efectos inter -sujetos
Variable dependiente: TOXINA MUSCULO - TEJIDO

Tipo Il de suma Cuadrético
Origen de cuadrados al promedio F Sig.
Modelo corregido 79.6882 3 26.563 7.755 0.000
I nterceptacion 229.687 1 229.687 67.060  0.000
TRATAMIENTOS 79.687 3 26.562 7.755 0.000
Error 150.705 44 3.425
Total 460.080 48
Total corregido 230.393 a7

a. R al cuadrado = 0.346 (R a cuadrado gjustada = 0.301)

Fuente: Elaboracion propia

El andlisis de varianza (ANOVA) de los valores de concentracion de toxina Microcistina en
muscul o del pez en todos | os tratami entos muestra una diferenciasignificativa (p< 0.05) en todos

los periodos analizados.
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Tabla 24

Prueba de medias de Tukey para concentracion de toxina en el tejido de la “tilapia”

Variable dependiente:  TOXINA TEJDO

Compar aciones multiples

HSD Tukey
95 % deintervalo de
confianza
()] Q) Diferenciade Limite Limite
TRATAMIENTOS TRATAMIENTOS medias(I-J) Errorestandar  Sig. inferior superior
CONTROL TRATAMIENTO 1 -2.50000" 0.75555 0.010 -4.5173 -0.4827
TRATAMIENTO 2 -3.12500 0.75555 0.001 -5.1423 -1.1077
TRATAMIENTO 3 -3.12500 0.75555 0.001 -5.1423 -1.1077
TRATAMIENTO1 CONTROL 2.50000" 0.75555 0.010 0.4827 45173
TRATAMIENTO 2 -.62500 0.75555 0.841 -2.6423 1.3923
TRATAMIENTO 3 -.62500 0.75555 0.841 -2.6423 1.3923
TRATAMIENTO2 CONTROL 3.12500° 0.75555 0.001 1.1077 5.1423
TRATAMIENTO 1 .62500 0.75555 0.841 -1.3923 2.6423
TRATAMIENTO 3 0.00000 0.75555 1.000 -2.0173 2.0173
TRATAMIENTO3 CONTROL 3.12500° 0.75555 0.001 1.1077 5.1423
TRATAMIENTO 1 0.62500 0.75555 0.841 -1.3923 2.6423
TRATAMIENTO 2 0.00000 0.75555 1.000 -2.0173 2.0173

* . Ladiferencia de medias es significativaen €l nivel 0.05.

Fuente: Elaboracion propia

Segun los resultados de Tukey para la concentracion de toxina en tejido se tuvo valores de

T3>T2>T1.

Tabla 25

HSD Tukey para concentracion de toxina en el tejido de la “tilapia”

TOXINA TEJIDO

HSD Tukey?

Subconjunto para afa=0.05
TRATAMIENTOS N 1 2
CONTROL 12 0.0000
TRATAMIENTO 1 12 2.5000
TRATAMIENTO 2 12 3.1250
TRATAMIENTO 3 12 3.1250
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Sig. 1.000 0.841
Se visualizan las medias paralos grupos en |os subconjuntos homogéneos.
a. Utilizael tamafio de la muestra de la media arménica = 12.000.

Fuente: Elaboracion propia.

Seguin los resultados del andlisis de medias € TO difiere significativamente de los demés
tratamientos, mientrasque e T1, T2 y T3 no difieren significativamente entre el os.

Tabla 26
Anadlisis de ANOVA entre concentracién de toxina en € higado de cada pezy entre los

tratamientos

Pruebas de efectos inter -suj etos
Variable dependiente:. TOXINA HIGADO

Tipo Il de
sumade Cuadrético

Origen cuadrados o] promedio F Sig.
Modelo corregido

103.125% 3 34.375 8.722 0.000
I nterceptacion 300.000 1 300.000 76.118 0.000
TRATAMIENTOS

103.125 3 34.375 8.722 0.000

Error 173.415 44 3.941
Total 576.540 48
Total corregido 276.540 47

a. R al cuadrado =0.373 (R a cuadrado gjustada = 0.330)

Fuente: Elaboracion propia.

El analisisde varianza (ANOV A) delos val ores de concentracion de toxina Microcistinaen higado
del pez en todos | os tratami entos muestrauna variacion significativa (p< 0.05) en todos|os periodos

gue fueron analizados.
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Tabla 27

Prueba de medias de Tukey para la concentracion de toxinas en higado de la “tilapia”

Variable dependiente:  TOXINA HIGADO

HSD Tukey

Comparaciones multiples

(1
TRATAMIENTO
S

CONTROL

TRATAMIENTO
1

TRATAMIENTO
2

TRATAMIENTO
3

Q)

Diferenciade

TRATAMIENTOS  medias (I-J)

TRATAMIENTO
1
TRATAMIENTO
2
TRATAMIENTO
3

CONTROL
TRATAMIENTO
2
TRATAMIENTO
3

CONTROL
TRATAMIENTO
1
TRATAMIENTO
3

CONTROL
TRATAMIENTO
1
TRATAMIENTO
2

-3.12500°

-3.12500°

-3.75000°

3.12500°
0.00000

-.62500

3.12500°
0.00000

-0.62500

3.75000°
0.62500

0.62500

Error estandar
0.81048

0.81048

0.81048

0.81048
0.81048

0.81048

0.81048
0.81048

0.81048

0.81048
0.81048

0.81048

Sig.
0.002

0.002

0.000

0.002
1.000

0.867

0.002
1.000

0.867

0.000
0.867

0.867

95% de intervalo de confianza

Limite

inferior

-5.2890

-5.2890

-5.9140

0.9610
-2.1640

-2.7890

0.9610
-2.1640

-2.7890

1.5860
-1.5390

-1.5390

Limite

superior
-0.9610
-0.9610

-1.5860

5.2890
2.1640

1.5390

5.2890
2.1640

1.5390

5.9140
2.7890

2.7890

*. Ladiferencia de medias es significativaen el nivel 0.05.

Fuente: Elaboracion propia.

Seguin los resultados de Tukey parala concentracion de toxina en el higado del pez menciona

gue tuvo mayor concentracion €l T3, y de manerasimilar el T2y T1.
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Tabla 28
HSD Tukey para la concentracion de toxina en el higado de la “tilapia”

TOXINA HIGADO

HSD Tukey?

Subconjunto para afa= 0.05
TRATAMIENTOS N 1 2
CONTROL 12 0.0000
TRATAMIENTO 1 12 3.1250
TRATAMIENTO 2 12 3.1250
TRATAMIENTO 3 12 3.7500
Sig. 1.000 0.867

Se visualizan las medias paralos grupos en |os subconjuntos homogéneos.
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 12.000.

Fuente: Elaboracion propia.

Segun los resultados del andlisis de medias muestra que € TO difiere significativamente de los
demas tratamientos. Mientras que T3, T2 y T1 no difieren significativamente entre el os.

3.4. Mortandad delosalevines de “tilapia” producidas producida por exposicion a

Microcystis aeruginosa en los diferentes tratamientos

En la Tabla 29 se presenta €l porcentaje de mortandad en cada tratamiento y segin la semana
de exposicion, teniendo como menor porcentgje de mortandad en T1 con 30 % y un vaor
maximo en el T3 con 100 %, y en € grupo control (TO) se obtuvo 0 % de mortandad (Figura
17).

Fueron considerados 20 peces como tamario muestral (n= 20). En €l grupo control TO, no se
presentd muertes. En € T1, la primera semana mostré 0 peces muertos, la segunda semanatuvo
2 peces muertos, la tercera semana tuvo 2 peces muertos y la cuarta semana tuvo 2 peces

muertos, haciendo un total de 6 peces muertos que representa un 30 % de mortandad.
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En el T2, en la primera semana tuvo 1 pez muerto, en la segunda semana 1 pez muerto, en la
tercera semana4 peces muertos y en la cuarta semana 4 peces muertos, haciendo un total de 10

peces muertos que representa un 50 % de mortandad.

En el T3, enlaprimerasemanapresentd 3 peces muertos, en lasegunda semana 3 peces muertos,
en latercera semana 5 peces muertos y en la cuarta semanatuvo 7 peces muertos, haciendo un

total de 20 peces muertos, que representa el 100 % de mortandad.

Tabla 29
Porcentaje de mortandad de los alevines de “tilapia” en las cuatro semanas de exposicion,

n= 20. T1: Tratamiento 1, T2: Tratamiento 2, T3: Tratamiento 3

TRATAMIENTO SEMANA MUERTOS TOTAL (%)
1 0
2 0
0,
TO 3 0 0%
4 0
Total TO 0/20
1 0
2 2
0,
T1 3 5 30%
4 2
Total T1 6/20
1 1
2 1
0,
T2 3 P 50 %
4 4
Total T2 10/20
1 3
T3 2 3 100 %
3 5
4 7
Total T3 20/20

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 17. Porcentaje de mortandad de peces en cada semanay para T1, T2 y T3. Fuente:
Elaboracién propia
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CAPITULO IV: DISCUSIONES

4.1. Caracterizacion poblacional de Microcystis aeruginosa

El crecimiento poblaciona de Microcystis aeruginosa usando € medio de cultivo BG11 para
cianobacterias, teniendo un fotoperiodo de 24 horas con 1100 lux de iluminacién, logré un
desarrollo méximo al dia 25 de lasiembra del cultivo, obteniendo unatasa de crecimiento ( r =
0.133 dias' ) y una capacidad de carga (k = 499.9 col/dias ), resultados similares fueron
obtenidos por Martinez (2018) donde se mencionaun desarrollo méximo en el dia20 de siembra,
obteniendo la cantidad de cianobacterias necesarias para su investigacion (7.5 x 102 cel/ml),
usando & mismo medio selectivo (BG11) con un fotoperiodo de 14 horasluz y 10 horas sin luz.
Chico (2010) tuvo similar resultado de crecimiento bacteriano usando medio BG11 para la
cianobacteria Chloroglorea (Wille), donde hubo cinética de crecimiento a partir del sexto diay
alcanzo un promedio de crecimiento alto en los dias 21,24 y 27, llegando a 14 x 10° cel /ml.
Mazur y Plinski (2001) mencionan gque en € medio BG11 con diferente salinidad no hay
cambios significativos en la concentracién de toxina de las cianobacterias. En la presente
investigacion la cianobacteria Microcystis aeruginosa se adapt6 convenientemente al medio de
cultivo BG11 a 25 dias de siembra, recomendandose su cultivo en este medio selectivo por

obtener altas tasas de crecimiento como lo referido por otras investigaciones.
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4.2. Variacion del pH, OD y la toxina microcistina en los tratamientos

4.2.1. Variacion de pH delas aguas después de los tratamientos

Enlapresenteinvestigacion el pH inicial delas aguas sin presenciade cianobacteriasfue de 7.8,
mostrando una diferencia significativa (p < 0.05) (Tabla 6) en todos los tratamientos con
presencia de la cianobacterias Microcystis aeruginosa, para los tratamientos se tuvo un valor
minimo de pH parael T3de 6.1+ 0.5y un vaor maximo parael T2 de 7.8 + 0.6 en un periodo
de 30 dias. Las variaciones de pH en cuerpos de agua con presencia de cianobacterias fueron
estudiadas por Zambrozi (2012) quien determind que las variaciones de pH oscilaban entre 7.04
y 7.24 £ 0.22 en un periodo de 96 horas, de la misma manera Chen et al. (2010), evaluaron la
variacion de pH en cuerpos de agua con presencia de Microcystis aeruginosa y sus toxinas
reportando valores de pH de 6.5 a 9.5, influenciada por €l incremento de la poblacién de la
cianobacteria. En la presente investigacion, tal como menciona Wu et al. (2011) en la
investigacion sobre estudio del alimento balanceado de peces y su efecto en € crecimiento de
Microcystis aeruginosa, donde concluye quelaliberaciéninicial de nutrientes delacomidapara
peces crea ambientes adversos como baja disponibilidad de oxigeno y pH reducido.

4.2.2. Variacion de oxigeno disuelto en las aguas después de los tratamientos

En la presente investigacion las evaluaciones del oxigeno disuelto del agua conteniendo
“tilapia” y floraciones algales presentaron variacion significativa (p < 0.05) en todos los
tratamientos, con valor minimo en T1 de 4.02 £ 0.3 en lasemana 1 y valor maximo en T1 de
4.44 + 0.5 mg/L en la semana 4 de exposicion de la toxina microcistina. Valores més altos de
oxigeno disuelto fueron reportados por Prieto (2006) quien registré rangos de oxigeno disuelto
de 6.5 a7.5 mg/L en experimentos donde encontro un efecto de floraciones algales y sustoxinas
en el desarrollo de las “tilapias’. Mientras que, Huang y Chen (2013) en lainvestigacion sobre
variacion de oxigeno disuelto en presencia de Microcystis aeruginosa en cuerpos de aguas,
refieren valoresbgjos de 1 a2 mg/L; esta variacion es atribuida ala descomposicién delas algas
gue generan un consumo del oxigeno de este cuerpo de agua convirtiéndola en un recurso

eutrofizado.
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Los valores de oxigeno disuelto encontrados en la presente investigacion no afectaron a
crecimiento de la“tilapia” en el periodo evaluado, dado que esta especie tol era rangos bajos de

oxigeno disuelto tal como lo refiere Luchini (2006).

4.2.3. Variacion dela concentracion delastoxinas presentes en aguas

En la presente investigacion se obtuvo la concentracion maxima de la toxina microcistina en €l
agua (10 ppb ~ 10 pg/L) en todos los tratamientos en su cuarta semana de exposicion, los
valores obtenidos estén en e limite del rango tolerable para aguas recreacionales dado por la
OMS (hasta 10 pg/L), sin embargo; la Agencia de Proteccion del Medio Ambiente (EPA por
sussiglasinglés, Environmental Protection Agency) menciona que para aguas recreacionales se
debe tener como valor maximo hasta 8 pg/L de microcistina (ver Apéndice 1), similares
resultados fueron obtenidos por Chellappa et al. (2008) determinando una concentracion
maximade 8.73 pug/L paralas muestras de sestson en el cuerpo de agua experimentado, debido
a la presencia de floraciones algales en un periodo de exposicion de 15 dias. Mientras que
Herrera et al. (2015), en la investigacion sobre florecimiento algal de Microcystis aeruginosa
en peceras de 30 L, observé que, en € periodo de investigacion de 3 semanas, las muestras de
agua sin concentracion de sedimento de MC-LR tuvieron variacion minimade (5.0 £ 0.1 pg /
ml) durante todo el ensayo. Ibrahem (2011) en el estudio de 100 peces de “tilapias” en acuarios
de40 L adicionando Microcystisaeruginosa a100, 200y 400 pg/ml cadadia por 21 dias, obtuvo
valor maximo de microcistina en agua de 3.9 pg/L para la dltima semana. En la presente
investigacion se registra un aumento de toxina microcistina en € agua debido que, en los
sedimentos de los peces también contiene la toxina y se seguia acumulando, mostrando los
valores maximos de la prueba de 10 ppb, tal como lo refiere Al-K ahtani (2008) y Soares (2004).

4.2.4. Variacion dela concentracion de toxina microcistina en diferentes 6rganos de la
“tilapia”

En lainvestigacion se detectd la presencia de la toxina microcistina en el higado y musculo de
la“tilapia” con un valor méximo de 5.0 ppb = 5 pg/L, de igual maneralo refiere Jos (2005) en
la investigacion sobre “tilapias” expuestas a microcistinas (60.0 ug de MC-LR/ pez/dia) junto

73



con su comida comercial por 21 dias a condiciones de laboratorio reporté un valor méximo de
2.8 x 10° pg/L en higado, mientras que Soares (2004) presentd en un periodo maximo de 28
diasvaloresentre 0.29 + 0.09 ug /L a0.24 + 0.12 pg /L para el tejido muscular de la “tilapia”,
no reportando valores de la toxina en higado. Otras investigaciones realizadas con otro tipo de
peces reportaron la presencia de la toxina microcisting; asi Schmidt (2013) evalud la presencia
de latoxinaMC en e pez Pomoxis nigromaculatus encontrando en el tejido muscular del pez
unaconcentracion maximade hasta 70 pg /L expuesto alargos periodos. Se conoce quelasMCs
pueden bioacumularse y biomagnificarse en las redes tréficas, para ello se han realizado
numerosos estudios en peces detectandose la presencia de microcistina en misculos ante la
exposicion a periodos cortos (pocos dias) como a periodos largos (meses) tal como lo refiere
Chen et al. (2006), mientras que Prieto (2008) mencionaque, € ingreso delatoxinamicrocistina
a esos Organos podria deberse a la absorcion a través del opérculo o por e epitelio intestinal,
distribuyéndose a varios 6rganos o tejidos; por esta razon encuentra una mayor distribucién de
MC en aquellos 6rganos més irrigados como €l higado, rifion, intestino y opércul os.

La presencia de la microcistina principalmente en e tejido muscular en un pez de consumo
humano como la “tilapia” genera un riesgo en la salud del hombre. La Organizacién Mundial
de la Salud [OM S] (2006) otorga un valor de ingesta diaria (IDT) de 0.04 pg/kg/dia. Con los
registros de la toxina presente en el musculo del pez (5 pug/L) y teniendo en cuenta los valores
de consumo per cépita para “tilapia’ en la region San Martin, donde hay mayor produccién y
consumo de esta especie de 18.6 kg/afio 1o que equivale a 50.9 g/dia, en caso estuviese
contaminado con latoxina se estaria exponiendo a que se consuma 2 545 pg/kg/dia (Ministerio
delaproduccion [PRODUCE], 2015) valores altos y potencial mente toxicos parael hombre por
lo tanto resulta necesario redlizar una evauacion total del ecosistema contaminado con

floraciones algales para determinar €l grado de toxicidad, tal como refiere Arzate (2008).

Estadisticamente se compar6 mediante un analisis de varianza resultando una varianza
significativade p < 0.05, similar resultado a Atencio et al. (2008) que mostro |os resultados de

los pesos de los érganos y las actividades enzimaticas sometidas a un andlisis de varianza
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unidireccional (ANOVA) y representada la media £ error estandar (EE) de ocho animales por
grupo. Las diferencias en los valores medios entre |os grupos se evaluaron mediante la prueba

de Tukey y se consideraron estadisticamente diferentes de p <0.05.

4.3. Mortandad delosalevinesde “tilapia” producidas por la exposicion de Microcystis
aeruginosay latoxina MC en los diferentestratamientos

Lainvestigacion tuvo como principal objetivo evaluar la actividad toxigénicade lamicrocistina
en “tilapia’, como resultado se obtuvo una alta concentracion de toxina en € higado y en e

musculo de cada pez elegido a azar, causando la muerte del 100 % de peces para € tercer
tratamiento que presentd una concentracion de 1.5 x 107 cel/ml de M. aeruginosa en € aguay 5
ppb =5 pg/L delatoxinamicrocistinaen los 6rganos (higado y tejido muscular) a culminar los
30 dias de exposicion. Prieto (2008) realizé la evaluacion de latoxicidad de la microcistina en
“tilapia”’, exponiendo dosis de 500 pg/kg = 500 pg/L de MC por via intraperitoneal en un
periodo de siete dias no encontrando peces muertos. De manerasimilar Abdel (2017) realizd un
estudio paraevauar laexposicion delatoxinaMC en “tilapias” por tres semanas, aplico por via
oral de3500 ug/gdelatoxinaen el pez, a cuerpo deagua500 g/ L einyeccion intraperitoneal

a200 pg / kg = 200 pg/L, obteniendo como resultados cambios en el comportamiento del pez
sin presencia de mortandad. Ademés, Tencalla et al. (1994) en la investigacion encontrd que
concentraciones de M. aeruginosa de 1.2 x 10" cel /L = 1.2 x 108 cel/ml no son toxicas paralas
truchas (Salmo trutta) sin embargo, la concentraci én de toxina microcistina de 550 pg/kg = 550
pg/L tuvo resultados de 100 % de mortalidad en 96 horas de exposicion. Malbrouck y
Kestemont (2005) para el pez Cyprinus carpio con 130 pg/L de toxina microcistina causd 100
% de mortandad y hubo ateraciones en su crecimiento a las 24 horas de exposicion. La
presencia de la toxina microcisting, liberada por la floracién algal, genera efectos negativos en
la fisiologia del pez (ateraciones histopatoldgicas en higado, rifion, branquias) que puede
generar apoptosis o necrosis llegando hasta la mortalidad, tal como refiere Mariduefia (2011) y
Carvgal (2011).
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CAPITULO V: CONCLUSIONES

En la presente investigacion la cianobacteria Microcystis aeruginosa se adapto
convenientemente al medio de cultivo BG11 a dia 25, obteniendo una alta tasa de

crecimiento.

En & presente estudio la variabilidad del pardmetro quimico del pH pudo estar
influenciada principal mente por la acumulacion de desechos organicos y por los largos
periodos de exposicion alos que fueron sometidos, mientras que, lavariacion de oxigeno
disuelto esta atribuida a la descomposicion de las cianobacterias presentes en las
unidades experimentales que generan un consumo del oxigeno de este cuerpo de agua
convirtiéndola en un recurso eutrofizado, sin embargo, los valores de OD encontrados
no afectaron a crecimiento de la“tilapia” en € periodo evaluado, dado que esta especie
tolera rangos bajos de oxigeno. Paralos valores de microcistina presentes en agua tuvo
un vaor méximo de 10 ppb paraT1, T2, y T3 en la Ultima semana de estudio debido a
gue en los sedimentos de los peces también contiene la toxina y se seguia acumulando

en el cuerpo de agua.

Se observé que la toxina microcistina es bioacumulada en € higado y musculo de la
“tilapia” con una presenciadel 100 %. El valor méximo de la concentracion de latoxina

fue de 5 ppb siendo superior alo recomendado por laOMS de 0.04 g / kg.
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En la presente investigacion la presencia de la toxina microcistina, liberada por M.
aeruginosa, generé unaaltamortalidad en los pecesdel T3 (100 %) seguidade T2 (50%)
y T1 (30 %), por lo que se corrobord la alta toxicidad de lamicrocistina al contacto con

los peces.
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CAPITULO VI: RECOMENDACIONES

Se sugiere realizar una evaluacion total del ecosistema contaminado con floraciones

algales para determinar el grado de toxicidad.

Se recomienda evaluar la concentracion de los nutrientes de nitrégeno y fosforo en €
cuerpo de agua a estudiar, con la finaidad de relacionarla con e crecimiento de la

floracion algal.

Se recomienda realizar estudios histol6gicos para las muestras de peces presentes en un

cuerpo de agua con microcistina.

Se sugiere evaluar métodos de control de la cianobacteria Microcystis aeruginosa en €
humedal de Medio Mundo.

Se recomienda para futuras investigaciones en la zona considerar como tratamiento el

agua en estado natural con la carga microbial que contenga en el momento de estudio.
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TERMINOLOGIA

Biomasa: Materiatotal de los seres que viven en un lugar determinado expresada en peso
por unidad de area 0 volumen o materia organica originada en un proceso biolégico

espontaneo o provocado (Real Academia Espariola [RAE] ,2017).

. Biota: Conjunto de organismos vivos, como plantas, animales y otros organismos que

ocupan un érea determinada (Mosterin, 2011).

Bloom: Floracién, esd resultado visible delamultiplicacion y acumulacion de organismos
dedl fitoplancton que pueden causar eutrofizacién, falta de movilidad de agua, entre otros
(ECURED, 2018).

. Efecto hepatotoxico: Es el dafio funcional o anatémico del higado inducido por ingestion
de compuestos quimicos u organicos. Puede ser causada por €lementos naturales, remedios

caseros o industriaes, entre otros (Friedman, 2003).

Gonadas: Son glandulas del sistema endocrino y sistema reproductivo del cuerpo, son los
testiculos en € hombre y ovarios en las mujeres, produce los gametos o células sexuaes
(Enciclopedia Colaborativa en la Red Cubana [ECURED], 2018).

Histopatologia: Eslaramadelapatologiaquetratael diagnostico de enfermedadesatravés
del estudio de los tgjidos, observando las células interiormente y otros corpusculos,
relaciondndose con la bioguimica y la citologia (Centro Nacional de Investigaciones
Oncolégicas [CNIQO], 2018).

Liofilizacion: Proceso de deshidratacion usado para conservar un material, funciona
congelando e material y luego reduciendo la presion circundante para permitir que el agua
se sublime directamente desde lafase sdlidaalafase gaseosa, sin pasar por € estado liquido
(Universidad de Valencia, 1999).
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h. Opérculos. Aletade hueso que protege y cubre las branquias de los peces, entre la cabeza
y € tronco (ECURED, 2018).

i. Toxinas: Productos 0 componentes venenosos creados por animales, plantas, bacterias u
otros organismos biolégicos que pueden causar dafio cuando entran en contacto o son
absorbidos por tejidos del cuerpo (Merriam, 2019)

j. Florecimiento algal: las floraciones algales o blooms son sucesos donde los
microorganismos se multiplican y acumulan presentando un aumento significativo de la
biotaen horas o dias; son eventos que ocurren natural mente en |os cuerpos de agua marinos,
salobres o dulceacuicolas; sin embargo, a veces florecen algunas especies de fitoplancton
gue son capaces de originar mortalidad de peces y contaminarlos con toxinas que causan
serios problemas a la salud humana o ateran alos ecosistemas, estos eventos la comunidad

cientifica decidi6 llamar “Florecimientos de Algas Nocivas” (Leon, 2013).

90



APENDICES

Apéndice 1. Metodol ogia para medir |a toxina microcistinas con la prueba abraxis

1. collect Sample 2. Transter/Quikiyse™*
Using the gradusted
e moadeepoy
m
g'.“rzm‘ WLE'O“.M“
Wal et W 2 min. 8 min.
dried ysis reagent
Cap and shake for 2 minules.
*Patent Panding Let rest for 8 minutes.
3. Add Reagent Paper/QuikLyse™ " 4. transter 5. Shake and Incubate
Using the farcaps provided, add 1 Using the pipette
reagent paper fo the lysis vial pravided, add 7 drops o
of SAMPLE 10 the
conical, fip-top Close the conical, fip-
o 10p tube and shake for
30 seconds.
[N
/7
8 min. {Dried reagents wil
for 2 minutes, U sampie purpie.)
(The conical, fiptop
Lot rest for 8 minutes. tube contains dried
reagents.|
6. rest 1.0y 8. interpret -
Ramove test strip. Lay - -
a1 and aliow to continue L 1 T— =10
[‘ daveloping for 5 minutes. I T | —— T s
:mm [ IT—= 7 25
top bube with [ O . — =
arrow pointing
down, (sample L |1 | — 0
pad down). i CONTROLINE —~ Y TEST LmiE
' - CONTROL LINE TEST LINE INTERPRETATION
for 10 mirutes, N0 CONTROL UNE PRESENT  NO TEST UINE PRESENT  INVALID RESULT
@ CONTROL LINE PRESENT N0 TEST UNE PRESENT >10ppb
CONTROL LINE PRESENT NOOERATE INTENSITY  BETWEEN © AND 10 ppt
TEST UNE PRESENT

Figura 18. Microcystin strip test recreational water. Fuente: Abraxis (2019).
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Apéndice 2. Curva de dispersion y recta de regresion entre el niUmero de coloniasy dias
transcurridos.

3500
3000 0
2500
€ 2000 y = 547.14x - 290
%5 R2=0.9527
O 1500 T
: e Ce| /ml
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Figura 19. Diagrama de dispersion y recta de regresion entre el nimero de coloniasy dias
trascurridos (r= 0.9527). Fuente: Elaboracion propia. X: Colonias de Microcystis aeruginosa
(cel/ml), Y= Diastranscurridos en € medio BG11
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Apéndice 3. Probabilidad de efectos agudos rel acionados a cianobacterias.
Tabla 30

Probabilidad relativa de los efectos agudos de |a salud para aguas recreacionales

Probabilidad de Cianobacterias Clorofilaa(ug/L)  Nivel estimado de
efectos alasalud (Cel/mL) microcistina (1g/L)
Bao < 20000 <10 <10
Moderado 20 000 — 1 000 000 10-50 10-20
Alto >100 000 — 10 000 000 50-5000 202000
Muy Alto >10 000 000 > 5000 >2 000

Fuente: Prieto et al. (2008.)
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Apéndice 4. Casos de intoxicacion por presencia de la toxina microcistina

Tabla 31

Casos humanos de exposicion a cianotoxinas

Ruta de Dafio  Localizacion Casos Toxinas Sintomas
exposicion presentes
1975 EE.UU 5000 No analizada Gastroenteritis
1979  Audlrdia 149 Cilindrospermops  Gastroenteritis,
ina dafio en € rifidn,
dafo hepético e
intestinal
1981  Austraia 25 000 Microcistina Dafio hepético
Aguade personas
bebida 72-90 China Andlisis Microcistina Cancer a higado
estadistico
1988 Brasil 2 000 No analizado Gastroenteritis
incluyendo
muertos
1994 Suecia 500 Microcistina Gastroenteritis,
dafio muscular,
fiebre
1989 Escocia 10 Microcistina Gastroenteritis,
gargantairritada,
ampollasen la
boca, dolor
abdominal,
vOomitos
Aguas 1995  Austradia 777 Hepatotoxinas Gastroenteritis,
recreativas sintomas
similaresala
gripe, llagasen
la boca, fiebre,
dolor de cabeza
1996 Escocia 11 Microcistinas Erupcion, fiebre

Fuente: Prieto et al. (2008.)
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Apéndice 5. Parametros fisicoquimicos del Humeda de Medio Mundo.
Tabla 32
Paré&metros fisicoquimicos del agua del Humedal de Medio Mundo

Punto Coordenadas Profundidad TDS Oxigeno Temperatura Conductividad pH  Fosfatos Nitrégeno

Este Norte demuestreo (m) disuelto (°C) (uS.cm?) (mg.LY) total
(cm) (mg.L?) (mg.L Y

P1 209092 8789563 O 015 36 26.70 5380.00 750 0.13 4.28

P2 200277 789721 O 012 374 27.80 5420.00 550 0.13 7.67

P3 209336 8789835 O 015 371 25.40 3660.00 850 0.10 3.60

P4 209297 8790117 O 021 3.70 25.90 4320.00 850 0.10 5.61

P5 209193 8790071 O 0.13 4.30 25.50 5220.00 8.80 0.14 454

P6 20888 8789971 O 0.15 4.28 24.30 5400.00 8.60 0.13 11.58

P7 208661 8790394 O 0.16 4.40 25.20 5370.00 8.60 0.12 8.86

P8 208690 8790448 O 0.13 455 25.10 5420.00 8.60 0.11 441

P9 208732 8790512 O 0.14 483 25.50 5420.00 8.80 0.11 7.19

P10 208573 8791095 O 0.15 4.80 25.00 5520.00 8.70 0.13 15.3

P11 208479 8791064 O 0.16 3.90 25.70 5350.00 810 011 4.27

P12 208377 8791023 O 0.14 4.10 25.70 5350.00 0.12 4,01

P13 207841 8791888 O 0.17 5.63 24.00 5620.00 0.13 3.75

P14 207939 8792052 O 0.14 5.15 25.00 5470.00 0.13 3.64

P15 208112 8792268 O 0.17 5.80 26.30 5600.00 0.10 4.47

P16 207231 8792795 O 0.13 4.20 26.40 5500.00 0.11 3.69

P17 207330 8792870 O 0.12 4.67 25.60 5350.00 0.16 4.69

Fuente: (Quiroz, 2019).
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Apéndice 6. Método para transporte de peces vivos
Tabla 33

Método de transporte de peces vivos, donde A: alevin; J: juvenil, R: reproductor, M: pez de
mesa

Contenedor de  Tipo de Distancia y/o duracion de transporte Seccion
transporte pez Muy corta Corta Media Largo

Bolsalhamaca R X 141
para reproductor
Pequefios J X X X - 142
contenedores
Hamacal batea RIM X X (X) - 143
Bidon de metal M X X (X) - 144
de 200 L
Tangue con RIM X X X - 145
agitador
Tangue con RIM X X X - 145
aireacion
Tangue con RIM - X X X 145
oxigenacion
Bolsade JA - - X X 146
plastico sellada

Fuente: (FAO, 2019)

Requlador, valvula

35 cm 1o de aire "
_#_. *, y cilindro de aire —;

) ) (e

’
e e R AN PP P PP

Figura 200. Método para transporte de peces vivos. Fuente: (FAO, 2019)
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Apéndice 7. Registro fotogréfico de lainvestigacion

Figura 211. Recoleccion de cianobacterias del Humedal de Medio Mundo. Fuente: Elaboracion
propia.

Figura 222. Identificacion y cultivo de Microcystis aeruginosa. Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 233. Monitoreo semanal de las unidades experimental es. Fuente: Elaboracion propia.

Figura 244. Sacrificio delas “tilapias” después de 30 dias de exposicion alatoxina
microcistina. Corte axial del pez “tilapia”. Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 255. Resultados del Kit fresh water strip test para Microcistina evaluados en 6rganos

(higado y musculo) de cada pez “tilapia’ y en agua de cada tratamiento. Fuente: Elaboracion
propia.
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