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RESUMEN

El presente estudio muestra informacion relevante al uso de la microalga Chlorella sp. Biotipo 1,
endémica del Ecuador, y su efecto terapéutico en juveniles de tilapia hibrida Oreochromis sp.,
frente al ensayo toxicoldgico del fungicida carbendazim. Se analizé la toxicidad aguda en
alevines de tilapia hibrida exponiéndolos durante cinco dias al fungicida, registrando mortalidad
(CLsp) a una concentracion letal media de 7.5 ppm de carbendazim. Se determiné que el nivel de
toxicidad de la microalga Chlorella sp., biotipo 1 es relativamente inocua segin la normativa
CYTED 1993. Durante 21 dias, noventa juveniles de tilapia (n=90) fueron desafiados por
triplicado a diferentes concentraciones de carbendazim: T1 (control), T2 (0.5 ppm carbendazim +
Chlorella sp), T3 (0.75 ppm carbendazim + Chlorella sp), T4 (0.5 ppm carbendazim), T5 (0.75
ppm carbendazim). Al concluir el ensayo, se analizaron las variables hematoldgicas:
hemoglobina (g/dL), hematocrito (%), glucosa (mg/dL), colinesterasa (U/L), en las variables
expuestas se detectaron diferencias estadisticas (p < 0,05) con el control. Para este estudio se
evidencid un dafio toxicoldgico de carbendazim a nivel de hematologia sanguinea e histologia
clasica, asi como una disminucién en los dafios toxicos por la presencia en la dieta de la
microalga Chlorella sp., en el modelo biol6gico de tilapia hibrida.
PALABRAS CLAVE

e MICROALGA

e CARBENDAZIM

e MODELO BIOLOGICO

e TOXICIDAD
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ABSTRACT

The present study shows information relevant to the use of microalga Chlorella sp. Biotype 1,
endemic from Ecuador, and his therapeutic effect in juvenile hybrid tilapia Oreochromis sp.,
against toxicological test of the fungicide carbendazim. The response of hematological levels
presented by biological model and alterations in branchial and hepatic tissue was investigated.
The acute toxicity in hybrid tilapia fingerlings was analyzed by exposing them for five days to
fungicide, recording mortality (LCsp) at median lethal concentration of 7.5 ppm carbendazim.
Toxicity of Chlorella sp, biotype 1, it was determined like innocuous according CYTED 1993.
During 21 days, ninety juvenile tilapia (n = 90) were challenged in triplicate at different
concentrations of carbendazim: T1 (control), T2 (0.5 ppm carbendazim + Chlorella sp), T3 (0.5
ppm carbendazim + Chlorella sp), T4 (0.5 ppm carbendazim), T5 (0.75 ppm carbendazim).
Hemoglobin (g/dL), hematocrit (%), glucose (mg/dL), cholinesterase (U/L), For this study a
poison carbendazim damage blood level hematology and histology classical, as well decrease in
toxic damage by the presence in the diet of the microalgae Chlorella sp., evidenced in the
biological model of hybrid tilapia.
KEYWORDS

e MICROALGAE

e CARBENDAZIM

e BIOLOGICAL MODEL

e TOXICITY



CAPITULO |
INTRODUCCION

La aplicacion de cualquier producto quimico a un cultivo o alimento plantea la interrogante
de los riesgos y beneficios. Esta discusion del riesgo ha pasado de tratar la toxicidad del usuario y
consumidor a un enfoque mucho més amplio que incluye todo el ambiente y el ecosistema en el
que los cultivos se desarrollan. En diciembre de 2007, UN-FAO, IR-4 y la EPA celebré una
cumbre para establecer las zonas mundiales de residuos y requisitos normalizados de datos. En
general, la mayoria de los analisis concluyen que los beneficios de los fungicidas superan con
creces los riesgos, si se utilizan con cuidado y de acuerdo con las recomendaciones de la etiqueta

(Schlundt, 2002).

Es importante para el control sostenible de enfermedades, la integracion inteligente de
tecnologias como biopesticidas, resistencia genética y fungicidas quimicos, usadas con medidas
adecuadas mediante un criterio cultural y sanitario. Los productos de biocontrol contribuyen con
menos del uno por ciento del mercado de fungicidas (Collins, 2007); Indudablemente
contribuirdn mas en el futuro, sin embargo, este equilibrio entre la resistencia genética y los
productos de control de enfermedades de naturaleza quimica, bioguimica o bioldgica

permaneceran y no es probable que cambie drasticamente en un futuro proximo.

Una poblacion mundial cada vez mayor que quiere alimentarse mejor, conducira a un
aumento de las areas de cultivo intensivo, por lo tanto, un mayor uso de fungicidas (Collins,

2007).

Las microalgas han sido ampliamente utilizadas como nuevas fuentes de sustancias

bioactivas. Son ricas en diversos fitoquimicos como carotenoides, alcaloides, compuestos
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fenolicos, aminoacidos, &cidos grasos poliinsaturados y polisacaridos sulfatados (Herrero &
Ibanez, 2006).

Estos compuestos proporcionan excelentes y diversas acciones bioldgicas, incluyendo
efectos antioxidantes, antimicrobianos, antivirales, antitumorales, antiinflamatorios Yy
antialérgicos. Su beneficio saludable parece ser debido a los diferentes mecanismos bioquimicos.
Sin embargo, los géneros Chlorella, Spirulina y Dunaliella se han utilizado en diversas areas en
productos nutracéuticos, farmacéuticos, cosméticos, nutricionales y de calidad funcional en los
alimentos.

En 2006, la Organizacion Mundial de la Salud describe a Spirulina como uno de los
superalimentos, lo que ejemplifica el potencial de las microalgas. Esta revision proporciona
informacién sobre los usos actuales y futuros de las microalgas como nueva fuente de
compuestos promotores de la salud (El Baky, 2010).

El presente estudio propone la investigacion de recursos con potencial antioxidante y de
componentes con riesgo ambiental y humano, planteando un ensayo de toxicologia cronica del
fungicida carbendazim, frente a la administracion de la microalga andina Chlorella sp., en tilapia,
como un modelo bioldgico, para evaluar si existen posibles dafios en érganos y cambios en la
guimica y actividad enzimética sanguinea.

1.1 Justificacion

Carbendazim es un fungicida sistémico perteneciente al grupo de los benzimidazoles, que
desempefia un papel importante en el control de las enfermedades en cultivos herbaceos, frutas,
verduras y plantas ornamentales. También se utiliza en pos cosecha y en tratamientos preventivos
de semillas. EI volumen de venta de carbendazim en el mercado global es mayor a doscientos

millones de ddlares, equivalente a mas de doce mil toneladas de ingrediente activo. Los reportes
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bibliograficos muestran que carbendazim es un compuesto quimico peligroso, causante de
malformaciones en el feto de animales usados como modelos biologicos. Carbendazim es capaz
de interrumpir la separacion de los cromosomas, puede causar infertilidad y posiblemente cancer.
En ensayos de residualidad en frutos en los cuales se usa este compuesto se ha demostrado, que
de dos a cuatro por ciento de las pruebas superan los limites maximos permitidos para
carbendazim en frutos: pepinos (Cucumis sativus), mandarinas (Citrus reticulata), peras (Pyrus
communis) y naranjas (Citrus sinensis) (Muilerman, 2016).

Chlorella vulgaris es una microalga verde unicelular que ha sido ampliamente utilizada
como fuente de alimento, con nutrientes completos, como carbohidratos, proteinas, vitaminas y
minerales, se comercializa como complemento terapéutico o incorporado en los alimentos
(Balseca, 2015). Estudios realizados han demostrado las propiedades anti-aterogénicas, anti-
colesterolémicas, anti-inflamatorios y anti-tumorales de C. Vulgaris (Shawkat, 2014).

Segun Mihae (2016) en un estudio realizado con microalgas del alto andino ecuatoriano del
género Chlorella y Synecosistys, se determin0 a estas microalgas, como fuente de antioxidantes
extraibles con maltiples aplicaciones, que pueden proporcionar nuevos productos con un alto
impacto nacional e internacional del mercado farmacéutico, cosmético y alimentario.

Tilapia (Oreochromis sp.) es un pez teledsteo con una distribucién mundial; por lo tanto es
un buen modelo bioldgico de evaluacién de los ecosistemas acuaticos y de estudios eco
toxicolégicos. Un estudio comparativo de cinco especies mostré que tilapia del Nilo
(Oreochromis niloticus) presenta un sistema inmune fuerte que proporciona a esta especie una
buena capacidad para tolerar las tensiones bioticas y abidticas (Lichtenthaler, 1987).

Basado en los criterios previamente presentados, la investigacion evaluara el efecto

terapéutico de Chlorella sp., sobre el ensayo toxicoldgico con carbendazim en juveniles de tilapia
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(Oreochromis sp), para determinar las posibles afectaciones en parametros hematologicos e
histologicos.
1.2 El Problema

El uso de carbendazim genera contaminacion ambiental, afectando la biota acuatica y
generando efectos negativos en peces a nivel hepatico, desarrollo reproductivo, entre otros. En el
ser humano, es posible el desarrollo de carcinogénesis y toxicidad crénica de dicho compuesto.
1.2.1 Los Efectos

Los dafios por toxicidad de fungicidas en organismos acuaticos (peces, moluscos, macro
invertebrados, otros). Y efectos toxicos a largo plazo en personas que tengan contacto con aguas
contaminadas con el quimico.
1.2.2 Las Causas

El uso excesivo y manejo deficiente de desechos pesticidas, como la residualidad de
carbendazim, que presenta excedentes frente a los limites maximos permitidos en frutas y
productos comestibles.

La falta de conocimiento, de los peligros que presentan los fungicidas para el
medioambiente, la salud animal y humana.

Escasa informacion de carbendazim en toxicologia crénica a largo plazo, asi como un
reducido nimero de estudios en las propiedades terapéuticas de microalgas en el Ecuador.
1.3 Objetivos
1.3.1 Objetivo general

— Evaluar el efecto terapéutico de la microalga andina Chlorella sp. biotipo 1 en aguas

expuestas a carbendazim y su impacto en el bienestar de tilapia hibrida (Oreochromis sp.).



1.3.2 Objetivos especificos

— Determinar la toxicidad de carbendazim y su grado de afectacion hematoldgico e histolégico

en juveniles de tilapia (Oreochromis sp.)

— Analizar el efecto terapéutico de la microalga andina Chlorella sp. biotipo 1, incluida en la

dieta balanceada para tilapias expuestas a carbendazim.
1.4 Hipotesis

Ho: “El uso de algas endémicas como Chlorella sp. Biotipo 1 no presenta un efecto

terapéutico en peces del género Oreochromis sp. expuestas con el fungicida carbendazim.”

Hi: “El uso de algas endémicas como Chlorella sp. Biotipo 1 presenta un efecto terapéutico

en peces del género Oreochromis sp. expuestas con el fungicida Carbendazim.”



CAPITULO 1
REVISION DE LITERATURA
2.1 Generalidades de carbendazim
Carbendazim es un fungicida sistémico de amplio espectro perteneciente al grupo de los
bencimidazoles, carbamatos. Es un metabolito de otros compuestos como benomyl vy
tiofanatometil, también es conocido como carbendasime carbendazol, BCM, MBC, etc. En estado

puro presenta un porcentaje del 97%, con un color blanquecino y sin olor (WHO FAO, 1996).

Tabla 1
Caracteristicas generales de carbendazim
NUmero CAS 10605-21-7
Numero PubChem 25429
Nomenclatura IUPAC 2-metaxicarbamoil-bencimidazol
Férmula molecular CoHgN30,
Peso molecular 191.19 g/mol
Solubilidad en agua 0.0008 g/100ml a 24°C:
Densidad 0.27 g/cm3

Estructura en 2D

Fuente: (NCBI, 2016)

El fungicida sistémico carbendazim presenta actividad preventiva y curativa, de accién
rapida en las plantas. Es absorbido por raices y tejidos verdes y traslocado en sentido acropétalo.

Actula sobre los organismos fangicos interfiriendo la biosintesis de ADN durante la mitosis y en


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C9H9N3O2&sort=mw&sort_dir=asc
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el mecanismo de transmision del mensaje genético del ADN al ARN. Impide el desarrollo de
hifas, formacion de apresorios y crecimiento del micelio. Detiene el desarrollo del tubo
germinativo provocando irregularidades en la division celular y dando lugar a células anormales
que provocan la muerte del hongo. Posee actividad secundaria sobre huevos de acaros y contra

oidios (WHO, 1999).

Tabla 2
Presentaciones de carbendazim
Presentacion Concentracion
Suspension concentrada 500g/L
Polvo mojable 500g/kg
Dispersion acuosa 500g/L
Suspensién acuosa 200g/L
Liquido soluble en agua como fosfato Tg/L

Fuente: (WHO FAO, 1996)

2.2 Toxicidad de carbendazim

La Toxicidad aguda de carbendazim estd clasificado por la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) como poco probable, en su uso normal (WHO, 1999).

La principal fuente de exposicién al carbendazim para el publico en general es la ingesta
dietética. Para los trabajadores agricolas, la exposicion ocupacional durante la fabricacién o el
uso se considera dentro de niveles aceptables. ElI Programa Internacional para la Seguridad
Quimica (IPCS) indica que no existe peligro de exposicion al carbendazim durante su produccion
y uso en la agricultura. Dado que los trabajadores son mas propensos a sufrir exposicion por
contacto con la piel o inhalacion, el riesgo puede controlarse mediante el uso de ropa de

proteccion y se recomienda el uso de una méscara contra polvo (WHO FAO, 1996).



Tabla 3
Toxicidad aguda de carbendazim en diferentes organismos

Nombre
comdn Nombre cientifico Edad Tiempo  Dosis Toxicidad  Unidades
Codorniz Colinus virginianus 6 mes 14d LD50 2250 mg/kg
Codorniz Colinus virginianus 14d 8d LC50 10000 ppm
Pato
Mallard Anas platyrhynchos 14d 8d LC50 10000 ppm
Bagre de
canal Ictalurus punctatus 08¢ 96 h LC50 19 ppb
Bagre de
canal Ictalurus punctatus 139 96 h LC50 10 ppb
Bagre de
canal Ictalurus punctatus Juvenil 96 h LC50 12 ppb
Bagre de
canal Ictalurus punctatus Juvenil 96 h LC50 7.41 ppb
Carpa Pimephales promelas 0.79 96 h LC50 10000 ppb
Trucha
arcoiris Oncorhynchus mykiss 09¢g 96 h LC50 650 ppb
Trucha
arcoiris Oncorhynchus mykiss Alevin 96 h LC50 370 ppb
Trucha
arcoiris Oncorhynchus mykiss ~ Juvenil 96 h LC50 320 ppb
Trucha
arcoiris Oncorhynchus mykiss Ovas 96 h LC50 145 ppb
Codorniz Colinus virginianus 19d 14d LD50 2100 mg/kg
Codorniz Colinus virginianus 14d 8d LC50 4200 ppm
Pato
Mallard Anas platyrhynchos 9d 8d LC50 4467 ppm
Pez luna
azul Lepomis macrochirus 064¢g 96 h LC50 1850 ppb
Trucha
arcoiris Oncorhynchus mykiss 279 96 h LC50 1320 ppb
Pulga de
agua Daphnia magna 24 h 48 h EC50 110 ppb
Abeja Apis mellifera Obrera 48 h LD50 50 ugb
Trucha
arcoiris Oncorhynchus mykiss 08¢ 96 h LC50 230 ppb
Pulga de
agua Daphnia magna 24 h 48 h EC50 350 ppb
Ostra
oriental Crassostrea virginica Larva 96 h EC50 1145 ppb

CONTINUA‘



Camaron
misido Americamysis bahia 24 h 96 h LC50 98 ppb
Pez de
cabeza de
oveja Cyprinodon variegatus - 96 h LC50 1158 ppb
Pulga de
agua Daphnia magna Nauplio 21d LOEC 6.6 ppb
Camaron
misido Americamysis bahia Nauplio 28d LOEC 50.4 ppb
Trucha
arcoiris Oncorhynchus mykiss  Juvenil 79d LOEC 34 ppb
Bagre de
canal Ictalurus punctatus Juvenil - LOEC 3.2 ppb
Pulga de
agua Daphnia magna Cisto 21d LOEC 25 ppb
Pez cabeza
de oveja  Cyprinodon variegatus - 96 h LC50 1158 ppb
Abeja Apis mellifera Adulto 48 h LD50 48.34 ugb

Fuente: (EPA, 2016)

Investigaciones en ratones, mostraron tumores aumentados en dos de cada tres estudios. Sin
embargo, al examinar otros datos, el Comité Cientifico de Plantas mostré que no habia ningdn
efecto reactivo del ADN, por lo que concluyeron que "estos tumores hepaticos de ratén no podian
interpretarse como prediccion de un riesgo carcinogénico para los seres humanos" (SCP, 2001).

Sin embargo, carbendazim es un posible disruptor endocrino, por lo que la Comision
Europea la incluy6 en una lista prioritaria de sustancias quimicas que se cree afectan a la funcion
hormonal (CEC, 1999).

Carbendazim puede interrumpir el desarrollo de esperma y dafar el desarrollo testicular en
ratas adultas. Por ejemplo, un estudio de benomyl (que tiene carbendazim como su principal
metabolito) encontro fetotoxicidad, atrofia y degeneracion testicular (Du Pont, 1991).

Cabe recalcar que el fungicida en estudio no es mutagénico hereditario, sin embargo, afecta a
los cromosomas. Los investigadores que probaron el efecto del carbendazim en linfocitos

humanos cultivados, concluyeron que carbendazim provoca aneugénesis (afecta al namero de
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cromosomas). Esto se debe a la inhibicidn de la polimerizacion de la tubulina, la proteina que es

esencial para la segregacion de los cromosomas durante la division celular (Min & Kang, 2008).
2.3 Chlorella sp.

Es una microalga verde de forma redonda o elipsoidal, la cual crece en forma de células
simples. La pared celular es rigida y contiene glucosamina, posee un cloroplasto lateral con
pirenoide carente. Su reproduccion es asexual s6lo por autoesporas. Tradicionalmente, del género
Chlorella se conoce més de 100 especies, sin embargo, 10 especies han sido bien establecidas

(Garofalo, 2011).

Pertenece a la division Chlorophyta, clase Chlorophyceae. Se ha cultivado en forma
intensiva con fines de alimentacion y obtencién de metabolitos (Eric, 2012). Esta microalga se
puede producir a través de tecnologias de bajo costo y su perfil nutricional estd bien
documentado. El sistema de produccion por lote es el méas utilizado a gran escala por su bajo
riesgo de contaminacion y facil implementacion (Furuya, 2010).

Chlorella tiene una alta concentracion de clorofila, su capacidad de fotosintesis es muchas
veces mayor que la de las plantas, puede dividirse en cuatro células cada 20 horas. Ademas las
investigaciones con esta microalga han demostrado que la biomasa puede ser usada para la
formulacién de alimento funcional para animales, como biofertilizante y para biorremediacion de

aguas contaminadas (Kanno & Kazie, 2005).
2.4 Beneficios de las microalgas

Las microalgas presentan un proceso eficiente de fotosintesis, que proporciona un
mecanismo para reducir las emisiones de CO, por lo tanto esta fuente de carbono es util para el

cultivo de microalgas. Ademas de la eliminacion de CO,, éstas generan metabolitos que pueden
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utilizarse para aplicaciones como productos farmacéuticos, alimentacion funcional en acuacultura

y biocombustibles. (Pokniak, 2007).

La gran variedad de componentes quimicos en Chlorella la convierten en una buena fuente
de carbohidratos, proteinas y vitaminas. La microalga puede utilizarse como fuente de proteina
cruda (Muilerman, 2016) o como suministro de &cidos grasos y vitaminas para peces en

acuicultura (Buenafio, 2010).

Cabe destacar que la fotosintesis de células vegetales, incluyendo microalgas, estan
expuestas a una combinacion de luz intensa y altos niveles de oxigeno. Esto produce un dafio
foto-oxidativo, generando radicales libres y dafios en las células vegetales. La ausencia de tales
dafios en microalgas sugiere que estas células poseen proteccién, mecanismos y compuestos
antioxidantes. Se ha demostrado que los carotenoides protegen las células algales del dafio foto-

oxidativo (Lichtenthaler, 1987).
2.5 Produccion de biomasa

Para la obtencidon de la biomasa de Chlorella sp., es recomendable preparar medio de cultivo
con una concentracion 4 mili molar de nitrégeno, a partir de un fertilizante comercial, distribuirlo
en recipientes de vidrio y esterilizarlos en autoclave para inocular 1 x 10° ufc de microalgas de
una suspension de un cultivo puro de la cepa de Chlorella sp. (Salinas, 2015).

Estudios previos han demostrado que con el uso de fertilizantes agricolas se obtiene un
mayor crecimiento, una similar composicion proximal y un menor costo que con aquellos medios
que son especificos para el cultivo de microalgas (Balseca, 2015).

Segin Camacho et al., (2009), las condiciones del cultivo deben semejarse al ambiente

natural de la microalga y debe tener los siguientes componentes:
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Figura 1 Requerimientos principales del cultivo de microalgas
Fuente: (Collins, 2007)

Temperatura: las microalgas toleran temperaturas entre 16 y 27°C, aunque esto puede variar
de acuerdo a la composicion del medio de cultivo o la especie cultivada. Un valor intermedio de
18-20°C es frecuentemente empleado. Temperaturas por debajo de los 16°C pueden retardar el
crecimiento, mientras que aquellas por arriba de los 35°C son letales para cierto nimero de

especies (Collins, 2007).

Luz: como en plantas terrestres, la luz es la fuente de energia que promueve las reacciones
fotosintéticas en algas. Por lo general se recomienda un fotoperiodo de 12 horas de luz y 12 horas

de oscuridad (Herrero & Ibanez, 2006).

PH: El rango del pH para la mayoria de las especies de algas cultivadas es entre 7 y 9, siendo
el rango 6ptimo 8.2-8.7. Para mantener un pH aceptable es necesario airear el medio de cultivo

(Infante, 2012).

Aireacion: La aireacion es necesaria para prevenir la sedimentacion de algas, para asegurar
que todas las células de la poblacién estan igualmente expuestas a la luz y los nutrientes, y para

mejorar el intercambio de gases entre el medio de cultivo y aire (Camacho, 2009).
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Los cultivos de Chlorella sp., se recomienda mantenerlos a 30°C, con aireacion y en
presencia de luz con un foto-periodo de 12:12 h, para favorecer el crecimiento del
microorganismo. Se deben mantener en agitacion mediante bombas de aire que proporcionen
2.25 litros Oy/min para evitar la sedimentacion de las algas y permitir su homogenizacion en
tanques de cultivo. Se debe evaluar la concentracion celular por espectrofotometria o conteo
celular para determinar cuando el cultivo alcance la fase estacionaria y sea necesario centrifugar
y secar para obtener la biomasa (Herrero & Ibanez, 2006).
2.6 Tilapia

Tilapia se encuentra catalogada dentro del grupo de peces con mayor futuro en cultivos
comerciales ya que su periodo de crecimiento es relativamente mas corto al de otras especies y
presenta alta adaptabilidad a diferentes ambientes de produccién (Castro & Aguilar, 2004).
2.6.1 Biologia de la especie

Es una especie tropical omnivora que habita en aguas superficiales. No tolera temperaturas
menores 12°C, ni superiores a 42°C, el rango de temperatura ideal varia entre 31 y 36°C. Se
alimenta de fitoplancton, plantas acuéticas, pequefios invertebrados, fauna béntica, entre otros
(FAO, 2005).

Alcanza la madurez sexual a los 6 meses, la hembra desova en el nido y tras la fertilizacién
por el macho, recoge los huevos en su boca y los incuba durante un periodo de alrededor de 2
semanas. Un pez hembra de 100 gramos puede desovar aproximadamente 100 huevos. Puede
vivir mas de 10 afos y alcanzar un peso de 5 kilogramos (FAQO, 2005).

Los alevines pueden estabularse a una tasa de 300 peces/metro® y criarlos por 6 semanas
hasta alcanzar un peso promedio de 10 gramos. Los peces de esta talla pueden ser estabulados

una vez més a una densidad de 250 peces/metro® para producir alevines de 25 a 30 gramos en 4
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semanas. Estos peces podran sembrarse a una densidad de 150 peces/metro® para producir
alevines de 50 a 60 gramos en 4 semanas. Un sistema de recirculacion para un cultivo a densidad
de 100 peces/metro®, permitira producir alevines de 50 gramos en 12 semanas. Los peces deben

alimentarse 3 0 4 veces por dia (FAO, 2016).

Las exigencias nutricionales de los alevines son iguales a la de las tilapias en términos
cualitativos, sin embargo en términos cuantitativos, las exigencias son mayores en peces jovenes

que en adultos (Torres & Hurtado, 2011).

Los requerimientos de proteina bruta para las fases de reversion, post reversion hasta 100
gramos y mayor de 100 gramos son de 41,30; 29,73 y 26,8% respectivamente para un optimo

rendimiento (Furuya, 2010).
2.7 Hematologia en peces

El andlisis hematolégico se presenta como un valioso instrumento de diagndstico de
enfermedades, deficiencias y cambios medio ambientales, en peces que viven en un ambiente

natural o en confinamiento (Castro & Aguilar, 2004).

El fluido sanguineo estd compuesto por una parte liquida (el plasma) y otra solida (las
células), con un volumen 2-4% del peso corporal del pez, otros vertebrados difieren en este

porcentaje ente 5-8% (Yigit & Keser, 2016).

El plasma proteico en los peces difiere al de los mamiferos como menciona Eric (2012)
siendo este menor en comparacion. En peces, la circulacion sanguinea esta estrechamente ligada
a la respiracion, siendo los glébulos rojos y el pigmento que contienen (hemoglobina), los que
distribuyen el oxigeno por todo el cuerpo. La hemoglobina es un componente complejo

constituido por proteina y un compuesto férrico no proteinico, facilmente oxidable. Se deduce
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que en los peces nadadores rapidos tienen gran cantidad de estos, mientras que en nadadores
lentos su proporcién es menor.

Hematocrito es el porcentaje que ocupa la fraccion solida de una muestra de sangre anti-
coagulada, al separarse de su fase liquida. Esta determinado casi enteramente por el volumen que
ocupan los glébulos rojos. Existe una correlacion entre hematocrito y hemoglobina puesto que
esta relacionado con el habitat de los peces y su actividad, la variacion de este parametro se debe
a las adaptaciones fisioldgicas que presentan los organismos (Ucros, 2009).

Glucosa es el azucar simple mas importante en el metabolismo animal. La glucosa se llama
un azucar simple o un monosacarido, porque es una de las unidades mas pequefias que tiene las
caracteristicas de esta clase de hidratos de carbono. Puede existir variacion en este parametro por
el cambio nutricional o puede también considerarse un indicador secundario de estrés de
adaptacion del metabolismo intermedio variando al aumentar la glucosa plasmatica a partir del
glucdgeno del higado (glucogenolisis) y la sintesis de nueva glucosa a partir de acidos grasos
libres en tejido adiposo (lipolisis y glucogénesis) (Garofalo, 2011).

Las proteinas circulantes se sintetizan en forma predominante en el higado, aunque también
contribuyen en su produccion las células plasmaticas. Cuantitativamente la proteina mas
importante es la albimina (30-50% de la concentracion total de proteinas séricas), al resto se les
conoce como globulinas (Kanno & Kazie, 2005). La albumina es la proteina de mayor
concentracion en el plasma y transporta muchas moléculas pequefias en la sangre (como
bilirrubina, calcio, progesterona y drogas). En cuanto a las proteinas totales, en los peces en
general sus niveles también pueden estar disminuidos debido a dafio renal, inanicién, dafio
hepatico (Castro & Aguilar, 2004) y septicemia, tal como ocurre en la infeccion por aeromonas

(Abdulrahman, 2014).
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La creatinina en peces al igual que en mamiferos es producida a nivel muscular y excretada a
nivel renal (Plaza, 2010).

La creatinina es mejor indicador que la urea en enfermedades renales, ya que es eliminada
mediante filtracion glomerular (Sarmiento & Torre, 2011).

Las enzimas indicadoras de dafio hepatico en peces son: alanino amino transferasa (ALT) la
cual aumenta en necrosis hepatica, aspartato amino transferasa (AST) y glutamato
deshidrogenasa (GLDH).

La AST también conocida como transaminasa glutamico-oxalacética, GOT y SGOT, utiliza
aspartato como sustrato, se encuentra localizada ademas del citoplasma y las mitocondrias de las
células hepaticas, en la célula cardiaca, tejido muscular esquelético, en el rifion, y en menor grado
en otros tejidos al existir dafio hepatico se produce un incremento de ambas a nivel plasmatico,
sin embargo, el nivel de estas enzimas no es tan elevado en enfermedades crdnicas del higado
(Mahmood & Parry, 2001).

La fosfatasa alcalina (FA) es una enzima que se encuentra en todos los tejidos. Los tejidos en
gue su concentracion es muy alta son, el higado, los conductos biliares y las células 6seas. No
obstante, la fosfatasa alcalina en suero también se eleva en algunas circunstancias normales (por
ejemplo, durante el crecimiento normal del hueso) o como respuesta a diversas drogas (Du Pont,
1991).

El papel bioldgico principal de la acetilcolinesterasa (AChE) y la butirilcolinesterasa (BChE)
es la regulacion de la transmision del impulso nervioso por hidrdlisis del neurotransmisor
acetilcolina. Es un marcador que se ha utilizado durante afios para controlar los efectos de los
plaguicidas, como los compuestos organofosforados y carbamatos, tanto en organismos terrestres

como de agua dulce (WHO, 1999).
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2.8 Histologia
Las branquias son Organos que se encuentran en cdmaras ubicadas simétricamente a ambos
lados del cuerpo, detras de la cabeza. La macro arquitectura de la branquia de tilapia se puede
delimitar a dos regiones bien definidas: el arco branquial y los filamentos (B). Del arco se

originan dos hileras de filamentos (AB) (Figura 2).

Figura 2 Branquia de tilapia
Fuente: (Torres et al., 2010)
En el tejido branquial existe la presencia de las células caliciformes secretoras de mucina, la

cual forma una pelicula de proteccién mecéanica para el epitelio, creando una interface entre el
ambiente acuoso y el tejido, ademas, participan en la regulacién ibnica y proteccion
inmunoldgica, actuando como barrera contra agentes patdgenos y sustancias toxicas (Ferguson,
2006) (Figura 2). Especialmente en la base de la lamela y en el epitelio opercular, se encuentran
la célula osmo reguladora de cloro, rica en mitocondrias, secreta NaCl a través de un gradiente
electroquimico producido por la accién de una ATPasa a+/K+, participando en el balance &cido

base y procesos de aclimatacion (Buenafio, 2010).
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Figura 3 Filamento branquial de tilapia H&E 40x
Fuente: (Hernandez, 2015)

El higado en los peces realiza funciones que los mamiferos hacen por separado con el

higado y el pancreas. En la tilapia el higado se localiza en la region media y anterior de la
cavidad abdominal, se divide en I6bulos que se relacionan con el intestino a lo largo de la cavidad

(Figura 4)

Figura 4 Vista macroscépica de higado de tilapia H&E 10x
Fuente: (Hernandez, 2015)
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CAPITULO I
MATERIALES Y METODOS

3.1 Ubicacion del lugar de la investigacion
3.1.1 Ubicacion politica

El presente estudio se realizd en las instalaciones del Laboratorio de Acuicultura y Recursos
Acuéticos e invernadero cuarentenario, ubicado en la Hacienda El Prado — IASA 1, perteneciente
a la Universidad de las Fuerzas Armadas — ESPE, parroquia Sangolqui, canton Rumifahui,
provincia de Pichincha.
3.1.2 Ubicacion geogréfica

El Laboratorio de Acuicultura y Recursos Acudticos se encuentra en las coordenadas
geograficas: Longitud 78°24°44°°0, latitud 0°23°20°’S.
3.1.3 Ubicacion ecolbgica

La Hacienda El Prado se encuentra en la zona de vida bosque humedo montano, a una altitud
de 2748 msnm, tiene una temperatura promedio anual de 13,89 °C, una precipitacion de 1285
mm/afio, y humedad relativa promedio de 69,03% (Sarmiento & Torre, 2011).

Cabe mencionar que el presente estudio se realizo en el invernadero cuarentenario, bajo
condiciones ambientales controladas.
3.2 Materiales y equipos

Los materiales, equipos, reactivos y organismos empleados en el presente proyecto de

investigacion fueron:



3.2.1 Materiales

Paquete de algodon.

Paquete de gasa.

10 tubos de ensayo de 5 ml.

10 matraces Erlenmeyer de 100ml.
10 matraces Erlenmeyer de 500ml.
5 matraces Erlenmeyer de 1 litro.
10 tubos Falco de 50ml

5 tubos Falco de 15mi

Pipeta de 25ml

4 recipientes pasticos de 20 litros.
Pipetas Pasteur

Micro pipetas de 2 a 1000 pL
Camara de Neubauer

20 porta y cubreobjetos

10 cajas Petri de plastico

5 cajas Petri de vidrio

15 peceras de vidrio 20 litros de capacidad.

Sifoneador
Guantes
Mascarilla

Gafas de proteccion

20



Overol

Botas

Red de 500 micras

20 metros de manguera para aireacion.
4 filtros para acuario.

15 piedras difusoras.

6 metros de tubo pvc

Accesorios pvc

Teflon

15 Llaves reguladoras de aire

15 Tanques pléasticos de 50 L

5 Tanques pléasticos de 100 L
Tanque plastico de 550 L

5 metros de saran

10 metros de piola

30 Frascos de 10 cc

60 Jeringuillas de 3cc

Formol

Vasos de precipitacion de 50 mL
Vasos de precipitacion de 10 mL
Probetas de 50 mL

Probetas de 25 mL



3.2.2 Equipos

Pipetas graduadas
Frascos ambar

Pera de absorcion
Pinzas

Hoja rasuradora

Bisturis

Papel filtro

Papel aluminio

Parafilm

Moldes de polipropileno
Frasco de rejillas de cobre
Barras de vidrio

Stubs

Malla de cobre (mesh)

Placas adhesivas de carbono

Microscopio optico
Centrifuga

Micro centrifuga
Incubadora de laboratorio
Oximetro

pH-metro

22



2 ldamparas fluorescentes.
e Balanza analitica.
e 20 calentadores para acuario.
¢ 8 motores doble salida para acuario
e Molino para carne
e Molino para harina
e Termometro laser.
e Motor de aireacion
e 4 filtros aireadores de pecera
e Espectofotémetro UV
e Micrétomo
e Autoclave
e Céamara de flujo
e Estereomicrosopio
o Refrigeradora
e Cortadora de cuchillas de vidrio
e Ultramicrétomo
¢ Rotador automatico
e Microscopio electronico
o Metalizador (Sputter coater)
3.2.3 Reactivos

e Fertilizante foliar Nitrofoska.



Carbendazim

Formalina 10%
Dimetilsulfoxido (DMSO)
Hexametildisilasano(HMDS)
Cloro

Azul de metileno

Alcohol antiséptico.

Kits hematoldgicos

Agar

Eugenol

10 g de gelatina sin sabor

2 kg de alimento de crecimiento 1 para tilapia
0,5 kg de alimento inicial de tilapia
Resina Epoxy
Glutaraldehido

Etanol

Fosfato de Sorensona
Tetradxido de Osmio

Oxido de propileno

Acetato de uranilo

Citrato de plomo

Hidroxido de potasio

24
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3.2.4 Organismos
e Cepa de la microalga endémica Chlorella sp. biotipo 1
e 200 alevines de tilapia roja Oreochromis sp.
e 100 juveniles de tilapia roja Oreochromis sp.
e Frasco de huevos de Artemia salina.
3.3 Metodos
La concentracion letal media de carbendazim para tilapia se obtuvo de un ensayo de toxicidad
aguda con alevines de la especie. Para la evaluacién de toxicidad crénica se usaron juveniles de
tilapia a los cuales se les administr6 un complemento de microalga en pellets y dosis sub-letales
de carbendazim.
Esta metodologia evalud los efectos a nivel hematoldgico e histolégico sobre peces juveniles

de tilapia y llevado a cabo bajo condiciones de laboratorio.

Obtencion de biomasa de Chlorella

| Bioensayo de artemia para microalga

Ensayo de toxicidad aguda en alevines de
Preparaciaon de pellets |
tilapia

Ensayo toxicoldgico de carbendazim y

Yaloracidn (CYTED) LCsg
administracidn de microalga en tilapia
¥
Hematologia Histologia

l W
~Extraccién sanguinea de la vena caudal -Extraccion de tejidos
~Separacidn de las primeras muestras -Fijacion (formalina)
-Separacion de plasma (32600rpm 87) -Técnica de histologia clasica con

tincidn de eosina

-Fotometria con kits para cada parametro

|

-Preparacion de base de datos

J
Observacién v analisis
-Analisis estadistico de placas histoldgicas

Figura 5 Esquema metodoldgico usado en el proyecto
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3.3.1 Aislamiento y masificacion de Chlorella sp.

Se trabajé con una cepa pura de Chlorella sp. biotipo 1 del cepario del Laboratorio de
Acuicultura y Recursos Bioacuaticos de las Universidad de las Fuerzas Armadas — ESPE,
colectada en el sistema lacustre de Papallacta a una altitud de 3748 msnm, latitud 17M,818079,
longitud 9964895.

Para iniciar con el proceso de escalamiento, en camara de siembra se tomo6 con un asa de
platino muestras de la cepa de Chlorella sp., mantenida en refrigeracion en cajas Petri en el
cepario y se colocan en tubos de ensayo con dos mililitros de medio Nitrofoska. Los tubos fueron

expuestos a iluminacion artificial durante 3 dias (Ortiz, Avalos, & Rueda, 2015).

Figura 6 Chlorella sp. Biotipo 1
Transcurrido este tiempo, se renovd el medio, con 3 mililitros (mL) del medio Nitrofoska de

composicion: nitrégeno (N) 30%; fosforo (P,Os) 10%; Potasio (K,0); Magnesio (MgO) 0.6%,
tres dias después se volvio a colocar 5 mL de medio para seguir fomentando el crecimiento de las
cepas (escalamiento). Cuando se completaron 10 mL, se escal6 el cultivo a 100 mL en matraces
Erlenmeyer y 1 semana después cuando se registro el aparecimiento de una tonalidad verde méas

intensa, se escald a 800 ml en matraces Erlenmeyer y se instalo el sistema de aireacion, tres dias
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después se coloca 200 mL medio Nitrofoska para llegar a 1 litro. Después de una semana se
escald a 5 litros en recipientes plasticos, transcurridos otros 7 dias se escala a 20 litros (Gapasin,

1998).

D Qi e s Ao d e dRaas SN SR

Flgura 7 Cultivo de Chlorella sp., en diferentes fases de escalamiento
El medio de cultivo se adicioné periédicamente (como ha sido indicado) para enriquecer con

nutrientes a las cepa y lograr masificarla. Se mantuvo a temperatura ambiente, con irradiacion
(238 umol quanta/m?s) y aireacién permanente (Camacho, 2009).

Durante el proceso de escalamiento, se registro el conteo celular en cdmara de Neubauer: DC
inéculo = N x (10)* x FD

En donde:

DC inoculo: Densidad celular del inéculo (células/mL)

N: Promedio de células presentes. De acuerdo al nimero de cuadrantes contados en la
camara de Neubauer.

(10)*: Factor de conversién de 0.1 pL a 1 mL.

Vol final
Vol inicial

FD: Factor de dilucién FD = Vol inicial +

Una vez que se comprobd mediante conteo celular que el cultivo de 20 litros de Chlorella

sp., alcanzd la fase estacionaria con una densidad de 15 millones de células por mililitro, se
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centrifugd para concentrar la biomasa, fue secada en estufa a 30 °C y almacenada a -4°C para

conservar sus propiedades (Pino & Lazo, 2010).

Figura 8 Conteo celular de microalga

-

Figura 9 Biomasa de microalga
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3.3.2 Evaluacion toxicoldgica de Chlorella sp.

La investigacion propone la evaluacidn toxicoldgica de la microalga Chlorella sp. Para este
propdsito, se utilizé el bioensayo de letalidad en Artemia salina, para lo cual se coloco 1
miligramo (mg) de huevos de Artemia salina en un recipiente incubador con 1000 ml de solucion
salina a 25 partes por mil (ppt), se instalé una bomba de oxigeno con burbujeo lento, iluminacion
artificial y un calentador a 25°C. Transcurridas 48 horas, se transfirio los nauplios eclosionados a
un recipiente con solucion salina. La biomasa de 60 mg de Chlorella sp., se disolvié en 15 L de
dimetilsulfoxido (DMSO) y en 6 ml de agua destilada. A partir de esta solucion de 10000 partes
por millon (ppm) se prepard diluciones de 0, 1, 10, 100, 250, 500, 1000, 1500, 2000, 3000 ppm,
y controles de DMSO, en 3 repeticiones. En dos mililitros de solucién salina a 25 ppt se coloco

10 nauplios de artemia y transcurridas 24 horas se analiza la mortalidad (Sanchez & Neira, 2005).

b - 7 | o e gy
—— H -- ! ‘"-7 o _.

2,

Pher, WA
Figura 10 Observacion bioensayo de
Artemia
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3.3.3 Elaboracion del complemento de microalga

Se elabord un complemento adicionando microalga al balanceado comercial de engorde para
tilapia con 32% de proteina, 5% de grasa cruda, 5% de fibra cruda, 8% de cenizas, 11%
humedad; con una relacion de 300 mg de Chlorella sp., por kilogramo de biomasa de tilapia en
referencia a otros estudios ya realizados (Mohd et al., 2009). Siendo triturado el alimento para
etapa juvenil por medio de un molino convencional y posteriormente peletizado con la

complementacién de biomasa microalgal (Camacho, 2009).

Figura 11 Materiales del complemento de microalga y pellets
3.3.4 Ensayo de toxicidad aguda en tilapia

En el ensayo se utilizaron ciento veinte peces, estuvieron en condiciones homogéneas de
temperatura, pH y saturacion de oxigeno (Nicovita, 2007). Los alevines de tilapia, se
transportaron del centro piscicola del Consejo Provincial de Pichincha ubicado en el sector de
Nanegal. Después de la aclimatacion durante 15 dias en laboratorio, los peces se colocaron en
cuatro lotes experimentales, 24 horas previas al ensayo. Para determinar la concentracién letal
(LCsx0), se prepard una solucién stock de 15000 ppm carbendazim (BCM, Methyl benzimidazol-
2-ylcarbamate, 97%, Aldrich Chem. Co. Inc., USA) en agua destilada, y mediante diluciones se

colocd repeticiones por triplicado de las siguientes concentraciones; 0, 2, 4 y 8 ppm, en peceras
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de vidrio con medidas (30 x 30 x 30 cm), con un volumen de agua filtrada de 10 litros y fueron
agregados 10 alevines de tilapia hibrida. El periodo de exposicion del experimento fue de 5 dias
sin cambio de agua, ni alimentacion, registrando la mortalidad cada dia. Los datos se analizaron
por una regresion probit (SPSS Inc.). Este ensayo se procedié de acuerdo con métodos

estandarizados (ASTM , 1980).

Figura 12 Aplicacion de carbendazim
3.4 Disefio experimental

3.4.1 Factores
Los factores a probar en la presente investigacion fueron, (1) dieta (inclusién de Chlorella

sp. dieta balanceada) y (2) concentraciones sub-letales de carbendazim.



3.4.2 Tratamientos

Tabla 4

Caracteristicas de los tratamientos aplicados en la investigacion

Tratamiento

Caracteristicas

Detalle

T1

Al tratamiento control se administré el 3%
del peso vivo por unidad experimental de
alimento comercial de crecimiento 1 para
tilapia Sin carbendazim ni microalga.

Sin complemento de Chlorella
sp. y 0 ppm de carbendazim

T2

Se aplica en el agua la concentracion baja
subletal de carbendazim, méas la
administracién de Chlorella sp., en la dieta
balanceada.

0.5 ppm carbendazim + 300
ppm Chlorella sp.

T3

Se aplica en el agua la concentracién alta
subletal de carbendazim, més la
administracién de Chlorella sp. en la dieta
balanceada

0.75 ppm carbendazim + 300
ppm Chlorella sp

T4

La concentracion subletal baja de
carbendazim se aplica en el agua.

0.5 ppm carbendazim

TS5

La concentracion subletal alta de
carbendazim se aplica en el agua

0.75 ppm carbendazim
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Las concentraciones sub-letales alta y baja del fungicida carbendazim correspondientes a los

tratamientos T2, T4, T3 y T5 se calcularon en base al del ensayo de toxicidad aguda y la dosis

letal media (ASTM , 1980).

Los pellets con inclusion de Chlorella sp., se elaboraron en base al nivel de toxicidad

obtenido en el bioensayo de Artemia salina, determinando la administracion de 300 miligramos

de biomasa de microalga al dia por kilogramo en funcion del peso vivo de la unidad

experimental, como se presenta en otros estudios realizados por (Mohd et al., 2009).

3.4.3 Tipo de Disefio

Se empled un disefio completamente al azar bifactorial 2x2+1, debido a que el ensayo se

manejo bajo condiciones controladas de laboratorio.
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3.4.4 Repeticiones

Se considerd 3 repeticiones por cada tratamiento para el disefio experimental del presente
estudio.
3.4.5 Unidades experimentales

Se procedio en el ensayo con un total de noventa unidades observacionales y quince
unidades experimentales las cuales fueron tanques plasticos cilindricos, con cuarenta litros de
agua. Cada tanque contd con seis juveniles de tilapia de nueve a doce centimetros de longitud
total.
3.4.6 Croquis experimental

A continuacién se presenta el croquis experimental del disefio completamente al azar
bifactorial que se utilizd en el presente proyecto de investigacién. Las quince unidades

experimentales fueron colocadas aleatoriamente.
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Figura 13 Croquis experimental

3.5 Ensayo de toxicidad cronica
Se obtuvo noventa juveniles de tilapia, los mismos que fueron adquiridos del centro
piscicola del Consejo Provincial de Pichincha ubicado en Nanegal. La adaptacion y

mantenimiento de los mismos se realiz6 en cuatro tanques plasticos de cien litros de agua con
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calentadores, aireacion y sistema de filtrado, se alimenté dos veces al dia a base del tres por
ciento del peso vivo. Posteriormente se distribuy0 a los peces en cinco tratamientos por triplicado
en las quince unidades experimentales descritas (Buenario, 2010). Encada tanque se incorporo un
sistema de aireacion y calentamiento ademas se limpi6 las impurezas de manera diaria. EI cambio
de agua junto con la renovacion del fungicida carbendazim se realiz6 cada tres dias junto con el
control de parametros de temperatura, pH y oxigeno disuelto. El ensayo tuvo una duracion de

veinte y un dias (Pino & Lazo, 2010).
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Figura 14 Ejemplar juvenil de tilapia hibrida
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Figura 15 Area experimental del ensayo
3.6 Variables a evaluar

3.6.1 Variables hematoldgicas

Al finalizar el ensayo de toxicidad crénica se anestesio los peces y se procedid con la
extraccion de sangre de la vena caudal con una jeringuilla previamente heparinizada, se obtuvo la
muestra de sangre total para los analisis de hemoglobina y hematocrito y luego se procedi6 a

centrifugar a 3600 revoluciones por minuto por 10 minutos para lograr la separacion del plasma.

Figura 16 Extraccion sanguinea de la vena caudal
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Se tomaron ocho muestras de sangre por tratamiento para realizar los analisis hematolégicos,
para hematocrito se colocé la sangre en capilares se centrifugdé y mediante una tabla de micro-
hematocitometro se realizo la lectura de las muestras. Las variables de glucosa, albdmina,
proteina total, hemoglobina, creatinina y las variables enzimaticas plasmaticas como aspartato
aminotransferasa (AST), alanina transaminasa (ALT), colinesterasa y fosfatasa alcalina se usaron
métodos fotométricos colorimétricos (Kits HUMAN y Weiner) y se midieron con el uso del

espectofotdmetro UV (Min & Kang, 2008).

_ b ol KRS
Figura 17 Proceso de analisis
fotométrico sanguineo
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Figura 18 Muestras sanguineas preparadas para
espectofotometria

Tabla 5
Caracteristicas metodoldgicas de las variables hematologicas
Variable Unidades Tipo de muestra Cantidad Metodologia
Glucosa mg/dI Plasma 10 pl Fotometria
Albumina g/dl Plasma 10 pl Fotometria
Proteina total g/dl Plasma 20 pl Fotometria
Hemoglobina g/dl Sangre 25l Fotometria
Hematocrito % Sangre
Creatinina mg/d| Plasma 50 ul Fotometria
Colinesterasa u/l Plasma 5ul Fotometria
(AST) u/l Plasma 50 ul Fotometria
(ALT) u/l Plasma 50 pl Fotometria
Fosfatasa alcalina u/l Plasma 10 pl Fotometria

Fuente: (Min & Kang, 2008)

3.6.2 Andlisis estadistico

Se tomo en cuenta para el analisis ocho muestras de sangre de juveniles de tilapia, para cada

variable hematoldgica por tratamiento. Por tratarse de un disefio completamente al azar, con

cinco tratamientos y tres repeticiones, el esquema que se aplicé fue el siguiente:
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Tabla 6
Anélisis de varianza para un DCA bifactorial, con
cinco tratamientos y tres repeticiones

Fuente de variacion Grados de libertad
FACTOR A (a-1) 1
FACTORB (b-1) 2
Interaccion AB (a-1)(b-1) 2
Error glt-gla-glb-glab 9
Total glt=n..-1 14

El modelo matematico para la variable de respuesta, que permitié descomponer la variacion
total de las observaciones en la variacién entre tratamientos y la variacion entre unidades
experimentales que recibieron el mismo tratamiento, fue el siguiente:

Yik = u+ Ai + Bj+ ABjj + €

Donde:

1 = media poblacional

A; = efecto del i-ésimo del factor complemento de microalga

Bi = efecto del i-ésimo del factor dosis de carbendazim

AB;; = efecto deli-ésimo del factor complemento de microalga y las dosis de carbendazim

eijk = error experimental

El analisis estadistico se realizd con el software statgraphics, Los supuestos de normalidad y
homogeneidad de varianzas se verificaron de forma analitica, mediante sesgo estandarizado y/o
curtosis estandarizada (de -2 a +2), se concluy6 que siguen una distribucion normal vy si el p-valor
resultante de la prueba de Levene fue inferior al nivel de significacion a = 0.05, se concluye que
existe una diferencia entre las variaciones en la poblacion.

Para las variables de colinesterasa y fosfatasa alcalina con el fin de eliminar dependencia de

las desviaciones con la media se procedié a la transformacion de los datos a logaritmo base diez.
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Cumpliendo los datos con estos supuestos, se realizo el analisis de varianza para la determinacion
de medias de tratamientos significativamente diferentes, y andlisis de comparaciones multiples de
Fisher.
3.6.3 Variables histoldgicas
Al final de los veinte y un dias de ensayo, se prepar0 placas histoldgicas de tejido branquial y
hepatico. Se sacrifico a los peces en una solucion de eugenol. Los tejidos fueron removidos y
directamente fijados en buffer al 10% de formalina neutral, procesados para seccionamiento
microtomo a Sum y luego tefiidos con hematoxilina, eosina. Se prepar6 2 placas histologicas por
tratamiento y 6rgano, las cuales se fotografiaron mediante un microscopio optico, posteriormente
se evaluo los dafios en forma categorica de la condicién que se observaron en los tejidos

(Figueiredo & Rocha, 2006).

& Brorquia

Figura 19 Placa histoldgica de tejido
branquial de tilapia
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3.6.4 Microscopia electronica

Las muestras se obtuvieron en el laboratorio de acuacultura y recursos bioacuaticos — IASA
I, se extrajo el higado y branquias de los peces y se conservaron de manera directa en
glutaraldehido al tres por ciento en refrigeracion. El proceso de preparacion y observacion de las
muestras se realizo en el laboratorio de microscopia electrénica ESPE.
3.6.4.1 Preparacion de muestras microscopia de trasmision

Se corto el tejido hepatico en trozos de aproximado dos milimetros cubicos manteniendo un
ambiente aséptico. La preparacién quimica inicid con la fijacion de las muestras a 4°C de
temperatura durante dos horas en Glutaraldehido al 4% 0.1 molar de buffer fosfato de Sorensona
pH 7.2. Procediendo con tres lavados usando el mismo buffer a 4°C durante 15 minutos cada uno.
La post-fijacion se realizd a 4°C durante una hora en inmersion de las muestras en tetradxido de
osmio (TOO) al 1% con el buffer usado anteriormente, se continué el protocolo con tres lavados
de dos minutos en agua destilada. Posteriormente se realizo la deshidratacion de las muestras a
4°C de temperatura durante 30 minutos cada porcentaje, en un seriado de etanol al: 30%, 50%,
60%, 70%, 80%, 90%, 99%, 99%, continuando se coloco las muestras a la misma temperatura en
una solucion de etanol a 99% hasta el siguiente dia. Se procesan las muestras a una temperatura
de 4°C, dos veces durante 5 minutos en 6xido de propileno (PO) (Gapasin, 1998).
3.6.4.2 Elaboracion de resinas

Se empled en este protocolo resina media (Hamasaki & Sekiya, 1998). Utilizando 20 mL de
Epon 812, 16 mL de DDSA, 8 mL de MNA y 1.3 mL de BDMA. Se procedio a colocar el
material de vidrio a 60 °C durante 20 minutos reduciendo asi la viscosidad de las sustancias.
Continuando con el protocolo se coloco cada uno de los polimeros en orden, comenzando con

Epon 812, DDSA y MNA, se removié la mezcla durante 10 minutos y finalmente se afiadio el
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BDMA para volver a mezclarlo durante 10 minutos. La infiltracion de la muestra en la resina, se
mezcld 50% de epoxy y 50% de 6xido de propileno, para la posterior incubacion a temperatura
ambiente durante 60 minutos en agitacion, luego se retird toda la mezcla de resina y se la
reemplazé con mezcla 75% epoxy y 25% de oxido de propileno, se incubd a temperatura
ambiente por una hora con agitacion, después se removio la resina y se lo reemplazé con 100%
de epoxy incubandolo a temperatura ambiente por 1 hora en agitacion, se volvié a remover la
resina y se lo reemplazé con 100% de epoxy con los mismos parametros anteriormente descritos,
posteriormente para la polimerizacion segun Urcos (2009), se colocaron las muestras en epoxy

fresco al 100% y se lo incubd a 60°C, durante 2 dias.

Figura 20 Mezcla de resinas en muestras de tejido
hepatico de tilapia

3.6.4.3 Tallado de resina

Se usO un estéreo-microscopio con un soporte para la resina que fue manipulada con una

hoja rasuradora hasta obtener una pirdmide truncada con forma trapezoidal en la punta,
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verificando que la muestra se encuentre en el centro y procurando que la superficie de la cara

frontal de la resina quede lisa, con sus bases trapezoidales paralelas.

3.6.4.4 Seccionamiento

Mediante una cortadora RMC de barras de vidrio se realiz6 las cuchillas triangulares con
gran precision siguiendo las recomendaciones y normas de la metodologia propia del equipo. Los
cortes ultra finos fueron obtenidos por medio del ultramicrétomo marca RMC, se aline6 la
cuchilla de vidrio a la resina colocada en el soporte de muestra del instrumento, se calibro y llen
con agua el soporte de la cuchilla, se procedié los cortes con una velocidad programada de 1
mm/s y 100 nandmetros de espesor. Se verifico cuando la tira tiene una coloracion dorada,
seguido a ello se reemplazé la cuchilla de vidrio por una cuchilla de diamante. Una vez obtenida
la cinta se la recogidé cuidadosamente sobre una rejilla de cobre (mesh) previamente calentada y

cubierta con una capa de oro.

Figura 21 Corte de tejido hepatico a 100
nm en ultramicrotomo



43

3.6.4.5 Tincion

Segun el protocolo descrito por Eric (2012) modificado, se utilizo acetato de uranilo al 2%
con pH entre 3.5 y 4, ésta solucion siempre debe ser filtrada previo a su utilizacién asi como
mantenida bajo 4°C protegida de la luz. Por otra parte para la preparacion del citrato de plomo se
utilizaron reactivos de nitrato de plomo y citrato de sodio en cantidades dependientes al volumen
necesario. En una caja petri se colocé como base un pedazo de parafilm con varias gotas del
reactivo, sobre las cuales se colocaron las rejillas con la muestra en contacto con el reactivo, se
dejo reposar a temperatura ambiente durante 5 minutos protegido de la luz. Mientras las
muestras eran teflidas se prepard una caja petri para la tincion con citrato de plomo colocando un
pedazo de parafilm en su interior y a su alrededor pellets de hidréxido de sodio o hidroxido de
potasio, para que absorban el dioxido de carbono. Sobre el parafilm se colocaron varias gotas del
reactivo, desechando las 3 primeras gotas sobre los pellets. Una vez transcurrido el tiempo de
tinciébn con acetato de uranilo se realizaron cuatro lavados en agua destilada hervida,
sumergiendo el mesh de 6 a 8 veces en cada lavado. Seguido a ello se colocaron las rejillas boca
abajo sobre las gotas de citrato de plomo durante 3 minutos a temperatura ambiente,
posteriormente se retir6 la rejilla y se realizé el mismo lavado descrito anteriormente, una vez
finalizado el lavado se colocd la rejilla sobre papel filtro para eliminar el exceso de agua en el
mesh durante 10 minutos.
3.6.4.6 Preparacion de muestras microscopia de barrido MEB o0 SEM

Se tomo en cuenta el protocolo descrito por Mogana y Ramasami (2006) para tejidos que
pueden ser tomados con pinzas, se corto filamentos de las branquias con bisturi y pinzas para
evitar cualquier contaminacion al momento de su observacion. La fijacion de las muestras a 4°C

de temperatura durante dos horas en glutaraldehido al 5% 0.1 molar de buffer fosfato de
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sorensona pH 7.2. Posteriormente se realizé el lavado usando el mismo buffer en el paso anterior
durante tres veces con una duracién de 10 minutos por cada lavado. La post-fijacion se la realizo
con tetradxido de osmio al 1% en temperatura ambiente durante una hora, se continué con el
protocolo mediante dos lavados de diez minutos cada uno en agua destilada. La deshidratacion
fue realizada con una serie de diluciones de etanol: las muestras fueron inmersas durante 15
minutos en las siguientes concentraciones: 35%, 50% y 75%, luego durante dos intervalos de 15
minutos se colocaron las muestras a 95%, y durante tres ocasiones durante 20 minutos fueron

colocaron las muestras en etanol absoluto.

Figura 22 Manipulacion de Hexametildisilasano
(HDMS) en preparacién de muestras para microscopia
electrénica

Se traslada las muestras a hexametildisilasano (HDMS) durante dos ciclos de 10 minutos,
teniendo en cuenta que es un reactivo inflamable, toxico y al momento de su uso es necesario
nitrégeno gaseoso el cual se administrd6 con un globo como se muestra en la figura 22,
posteriormente se tapa las muestras con parafilm y se coloca en un secador de silice durante toda
la noche. ElI montaje de los filamentos fue realizado en stubs con cinas doble cara adhesiva de

carbono. Usando un melatizador o sputter coater se procedi6 a recubrir las muestras con oro.



Figura 23 Montajes de branquias en stubs

Una vez preparadas las muestras de tejido hepatico y branquial se procedi6 a la observacion.

Figura 24 Observacion de tejido hepatico en
microscopio electronico

45
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Pruebas de toxicidad de Chlorella sp. en Artemia salina
En la tabla 7 se muestra el nivel de toxicidad de Chlorella sp. biotipo 1 en Artemia salina.
Al utilizar las siguientes concentraciones en ppm, la microalga Chlorella sp. biotipo 1 no ejercié
efecto toxico sobre los nauplios de artemia y se establecio que la concentracién letal media es
mayor a 1500 pg/ml segun la comunidad cientifica CYTED (Eric, 2012).

Tabla 7
Clasificacion de toxicidad CYTED
Clasificacion toxicidad segun CYTED

Categoria Nivel de toxicidad CL50
| Extremadamente toxico 1-10 pg/ml
1 Altamente toxico 10 - 100 pg/ml
1 Moderadamente toxico 100 -500 pg/ml
v Ligeramente toxico 500 — 1000 pg/ml
\% Précticamente no toxico 1000 - 1500 pg/ml
VI Relativamente inocuo > 1500 pg/ml

Fuente: (Eric, 2012)

Villafuerte (2016), afirma que el biotipo Chlorella sp., del alto andino ecuatoriano no debe
ser suministrado para dietas para peces a una dosis mayor de 100 ppm, por la presencia de
compuestos inhibidores fenolicos y concentraciones de elementos traza que pueden conferir un
grado de toxicidad importante.

Mihae (2016) obtuvo resultados similares a los obtenidos en la presente investigacion ya que
se determind que Chlorella sp., biotipo 1, contiene niveles importantes de compuestos fenolicos y

baja toxicidad.
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4.2 Establecimiento de la concentracion letal media de carbendazim CL50 en el ensayo de
toxicidad aguda en alevines de tilapia

Una vez efectuados los ensayos de toxicidad aguda, se determind que la concentracion letal
media de carbendazim es 7.5 ppm, dosis que provoco mortalidad en el 50% de tilapias.

Al analizar los resultados con el software estadistico SPSS version 2001, Obteniendo el
analisis Probit y los limites de confianza al 95 % como se muestra en la tabla 8, SE establecié que
la concentraciéon letal media obtenida por la regresion es de 7.5 partes por millén, con limites de
confianza al 95% superior e inferior respectivamente de (6.3 y 10.4) que afecta en mortalidad a la
mitad de la poblacidn de alevines de tilapia

Tabla 8

Andlisis probit (CLsp); Limites de confianza para
concentracion de carendazim (ppm) expuesto en tilapia
hibrida (Oreochromis sp.)

Concentracién  Limite de confianza al 95%

Probit
(ppm) Inferior Superior
0.01 2.203 0.910 3.118
0.02 2.545 1.183 3.461
0.03 2.789 1.396 3.702
0.04 2.987 1.581 3.896
0.05 3.160 1.748 4.065
0.06 3.314 1.903 4.215
0.07 3.455 2.049 4.354
0.08 3.587 2.188 4.484
0.09 3.711 2.322 4.608
0.1 3.829 2.452 4.726
0.15 4.360 3.055 5.277
0.2 4.833 3.608 5.811
0.25 5.280 4.122 6.370
0.3 5.716 4.602 6.984
0.35 6.153 5.050 7.676
0.4 6.598 5.471 8.465
0.45 7.059 5.872 9.367

CONTINUA:>
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0.5 7.544* 6.262 10.404
0.55 8.063 6.651 11.602
0.6 8.627 7.049 13.003
0.65 9.251 7.466 14.665
0.7 9.957 7.916 16.682
0.75 10.780 8.417 19.205
0.8 11.777 8.999 22.501
0.85 13.056 9.712 27.104
0.9 14.864 10.674 34.315
091 15.337 10.917 36.334
0.92 15.868 11.188 38.665
0.93 16.473 11.492 41.406
0.94 17.176 11.840 44.701
0.95 18.015 12.249 48.785
0.96 19.052 12.745 54.070
0.97 20.410 13.381 61.368
0.98 22.366 14.272 72.635
0.99 25.837 15.791 94.782

*Concentracion letal media

En la figura 25 se muestra la mortalidad y sus intervalos de confianza (superior e inferior al

95%) en alevines de tilapia de acuerdo a la concentracion (ppm) de carbendazim.

08| ]

mortalidad

concentracion de carbendazim

Figura 25 Modelo ajustado Probit de letalidad media en
tilapia hibrida (n = 120) (p < 0.05)
La agencia de proteccion ambiental EPA en el afio 2016 realiz6 estudios de toxicidad aguda

de carbendacim en varias especies acuicolas, entre ellas carpa (Pimephales promelas) de 0.7
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gramos de peso, mostro una letalidad media de 10 ppm, siendo un valor cercano a los 7.5 ppm
encontrados en este estudio.

4.3 Efecto terapéutico de la biomasa de Chlorella sp., sobre la exposicion de carbendazim en
juveniles de tilapia hibrida
4.3.1 Hemoglobina

Finalizado el ensayo de administracién de microalga y exposicion de carbendazim en
juveniles de tilapia hibrida, se procedié a la extraccion sanguinea. Los datos fueron verificados

para normalidad (sesgo curtosis -2 a +2) y homocedasticidad (p = 0.89).

Tabla 9
Pruebas de multiples rangos LSD Fisher para hemoglobina
Tratamiento Hemogobina - Grupos

T5: 0.75 (ppm) CBM 6.57 X
T3:0.75 (ppm) CBM + 7.34 XX
Chlorella sp.
T4:0.5 (ppm) CBM 7.73 XX
T2:0.5 (ppm) CBM + 8.92 XX
Chlorella sp.
T1: Control 10.40 X

Contraste  Sig.  Diferencia +/- Limites

T1-T2 1.49 331

T1-T3 3.06 3.31

T1-T4 2.68 331

T1-T5 * 3.84 331

T2-T3 1.57 331

T2-T4 1.19 331

T2-T5 2.35 331

T3-T4 -0.38 3.31

T3-T5 0.78 3.31

T4-T5 1.16 3.31
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La tabla 9 muestra las diferencias y comparaciones entre medias de los tratamientos en la
prueba de maltiples rangos, los resultados entre el tratamiento cinco (0.75 ppm Carbendazim) y
el tratamiento uno (Control) muestran una diferencia significativa p < 0.05 por la prueba LSD

Fisher con una disminucién de hemoglobina de 3.84 g/dl en relacion al tratamiento control.

En la figura 26 se aprecia el nivel de hemoglobina posterior al ensayo de administracion de

microalga y exposicion de carbendazim en tilapia.

Medias y 95,0% de Fisher LSD
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Figura 26 Nivel de hemoglobina g/dL por tratamiento

La figura 26 muestra que los tratamientos con presencia de microalga presentan niveles de
hemoglobina (Hb) de 8.92 y 7.34 cercanos al tratamiento control 10.40 g/dL, similar al 10.52
g/dL reportado por Rodriguez et al., (2006). Se evidencia una disminucion inversamente
proporcional a la concentracion de carbendazim, en los tratamientos a mayor concentracion del
fungicida, muestran menores niveles de hemoglobina. Estos resultados se corroboran con lo
reportado por Ramesh y Saravanan (2010) en estudios realizados en peces expuestos a

insecticidas, organofosforados. Los autores argumentan que dicho cambio puede deberse a la
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rapida oxidacion de la Hb a metahemoglobina, o a la liberacion de radicales del oxigeno
provocada por el estrés toxico.

4.3.2 Hematocrito
Finalizado el ensayo de administracion de microalga y exposicion de carbendazim en
juveniles de tilapia hibrida, se procedié a la extraccion sanguinea. Los datos fueron verificados

para normalidad (sesgo curtosis -2 a +2) y homocedasticidad (p = 0.62).

Tabla 10
Pruebas de multiples rangos LSD Fisher para hematocrito
Tratamiento Hematocrito Grupos
(%) Homogéneos

T3:0.75 (ppm) CBM + 22 67 X
Chlorella sp.
T5:0.75 (ppm) CBM 23.22 X
T4:0.5 (ppm) CBM 24.05 X
T2:0.5 (ppm) CBM + 26.57 X
Chlorella sp.
T1: Control 32.94 X

Contraste  Sig.  Diferencia +/- Limites

T1-T2 6.37 11.89

T1-T3 10.28 11.89

T1-T4 8.89 11.89

T1-T5 9.72 11.89

T2-T3 3.91 11.89

T2-T4 2.52 11.89

T2-T5 3.35 11.89

T3-T4 -1.39 11.89

T3-T5 -0.55 11.89

T4-T5 0.83 11.89

* indica una diferencia significativa.
La tabla 10 muestra las diferencias y comparaciones entre medias de los tratamientos en la
prueba de multiples rangos, los resultados entre tratamientos no muestran diferencia significativa

al 95% por la prueba LSD Fisher.
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En la figura 27 se aprecia el porcentaje de hematocrito posterior al ensayo de administracion

de microalga y exposicion de carbendazim en tilapia.

Medias y 95,0% de Fisher LSD
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Figura 27 Porcentaje de hematocrito por tratamiento

Los resultados obtenidos en la figura 27 muestran que las medias de los tratamientos
experimentales decrecen en comparacion al tratamiento control en valores de porcentaje para la
variable hematocrito.

El Andlisis de hematocrito realizado por Rodriguez et al (2012), para tilapia nilética reportan
un valor medio de 31.85% cercano al 32.94% obtenido para el tratamiento control del presente
estudio. En P. lineatus, Parma et al (2000) y Simonato et al (2012) reportaron disminucion de
hematocrito y hemoglobina después de la exposicion a cipermetrina y diesel, respectivamente, y
concluyeron que los peces presentaban un cuadro de anemia causado por la exposicion a dichas
sustancias toxicas. Estos resultados coinciden con los obtenidos en el presente estudio.

4.3.3 Glucosa

Finalizado el ensayo de administracion de microalga y exposicion de carbendazim en

juveniles de tilapia hibrida, se procedi6 a la extraccion sanguinea. Los datos fueron verificados

para normalidad (sesgo curtosis -2 a +2) y homocedasticidad (p = 0.54).
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Tabla 11

Pruebas de mdaltiples rangos LSD Fisher
para glucosa

Glucosa Grupos

Tratamient :
ratamiento (mg/dL) Homogéneos

T5:0.75 (ppm) CBM 38.22 X
T4:0.5 (ppm) CBM 41.61 X
T3: 0.75 (ppm) CBM 4185 X
+ Chlorella sp.

T2: 0.5 (ppm) CBM + 4343 X
Chlorella sp.

T1: Control 50.98 X

+/-

Contraste Sig. Diferencia Limites

T1-T2 7.55 22.83
T1-T3 9.13 22.83
T1-T4 9.37 22.83
T1-T5 12.76 22.83
T2-T3 1.58 22.83
T2-T4 1.82 22.83
T2-T5 521 22.83
T3-T4 0.24 22.83
T3-T5 3.63 22.83
T4-T5 3.39 22.83

La tabla 11 muestra las diferencias y comparaciones entre medias de los tratamientos en la
prueba de mdaltiples rangos, los resultados entre tratamientos no determinan diferencia

significativa al 95% por la prueba LSD Fisher.

En la figura 28 se aprecia el nivel de glucosa posterior al ensayo de administracion de

microalga y exposicién de carbendazim en tilapia.
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Medias y 95,0% de Fisher LSD
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Figura 28 Nivel de glucosa en mg/dL por tratamiento

Los resultados obtenidos en la figura 28 muestran que las medias de los tratamientos
experimentales decrecen en comparacion a la media (50.98 + 8.6 mg/dL) del tratamiento 1 o
control, en otro estudio de tilapia nil6tica bajo sistema semi-intensivo se obtuvo 46 mg/dL de
glucosa como referente normal (Pino & Lazo, 2010). Aunque este parametro esta principalmente
ligado a la dieta administrada en el organismo en estudio, también es un indicador de estrés, el
cual basado en los efectos del cortisol operado generalmente como una hormona hiperglicémica
valorada a corto plazo o en toxicidad aguda, mediante la movilizacion de los aminoacidos lo cual
inhibe sintesis y estimula catabolismo proteico plasmatico, infiriendo en el proceso de
glucogénesis (Kanno & Kazie, 2005). Sin embargo estos mismos autores argumentan que no
siempre la elevada presencia de cortisol (estrés) puede generar hiperglicemia, dado que también
se han detectado casos de disminucién o incluso ningin efecto en los niveles de glucosa
plasmatica, esto lo atribuyen al aumento en el gasto energético y deficiencia en el proceso de

biosintesis de amilasa.
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4.3.4 Colinesterasa
Finalizado el ensayo de administracion de microalga y exposicion de carbendazim en
juveniles de tilapia hibrida, se procedié a la extraccion sanguinea. Los datos fueron verificados

para normalidad (sesgo curtosis -2 a +2) y homocedasticidad (p = 0.56).

Tabla 12
Pruebas de multiples rangos LSD Fisher para colinesterasa
Tratamiento Colinesterasa(U/L) Grup,os
Homogéneos

T5:0.75 (ppm) CBM 3.10 X

. . +
Choreasy x
T4:0.5 (ppm) CBM 3.20 X

: 0. +
-(Eﬁlo?eflg; s(s.pm) = 3.20 X
T1: Control 3.26 X

Contraste  Sig.  Diferencia +/- Limites

T1-T2 0.10 0.23

T1-T3 0.06 0.23

T1-T4 0.06 0.23

T1-T5 0.16 0.23

T2-T3 -0.04 0.23

T2-T4 -0.03 0.23

T2-T5 0.07 0.23

T3-T4 0.00 0.23

T3-T5 0.10 0.23

T4-T5 0.10 0.23

La tabla 12 muestra las diferencias y comparaciones entre medias de los tratamientos en la
prueba de multiples rangos, en los resultados entre tratamientos no se muestra diferencia
significativa al 95% por la prueba LSD Fisher.

En la figura 29 se aprecia el nivel de colinesterasa posterior al ensayo de administracion de

microalga y exposicion de carbendazim en tilapia.
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Figura 29 Nivel de colinesterasa sérica U/L por tratamiento
Los resultados obtenidos en la figura 29 muestran que las medias de los tratamientos

experimentales, decrecen en comparacion al tratamiento control. Sin embargo no se muestran
diferencias estadisticas entre tratamientos ni tendencias que demuestren que los factores
presenten una accion sobre este pardmetro plasmatico. Aranzazu (2012) en un estudio realizado
con clorpirifos en tilapia reporta que no hubieron manifestaciones de inhibicion de colinesterasa,
Sin embargo La inhibicion de la actividad de la enzima acetilcolinesterasa en el cerebro del pez
en exposiciones toxicas a compuestos organofosforados es muy especifica y las concentraciones
cercanas a la CLsp pueden inducir una disminucion del 60% en la actividad fisiol6gica normal
(Diaz, Pérez, & Sanchez, 2009).
4.3.5 Aspartato transaminasa (AST)

Finalizado el ensayo de administracion de microalga y exposicion de carbendazim en
juveniles de tilapia hibrida, se procedié a la extraccion sanguinea. Los datos fueron verificados

para normalidad (sesgo curtosis -2 a +2) 'y homocedasticidad (p = 0.69).



Tabla 13

Pruebas de maltiples rangos LSD Fisher para aspartato
transaminasa (AST)

Tratamiento AST (U/L) Ho?nroug%(:]seos
T1: Control 15.25 X
T4: 0.5 (ppm) CBM 19.04 X
T5:0.75 (ppm) CBM 21.35 X
: ' +
-Crilorecl)lz sp.(ppm) cEM 39.19 X
I:f];orce(:izssp. bom) - CBM 408 X
Contraste  Sig.  Diferencia  +/- Limites
T1-T2 -23.95 42.53
T1-T3 -25.63 42.53
T1-T4 -3.79 42.53
T1-T5 6.10 42.53
T2-T3 -1.68 42,53
T2-T4 20.15 42.53
T2-T5 17.85 42.53
T3-T4 21.84 42.53
T3-T5 19.53 42.53
T4-T5 231 42.53

57

La tabla 13 muestra las diferencias y comparaciones entre medias de los tratamientos en la

prueba de maultiples rangos, los resultados entre tratamientos no muestran diferencia significativa

al 95% por la prueba LSD Fisher.

En la figura 30 se aprecia el nivel de aspartato transaminasa posterior al ensayo de

administracion de microalga y exposicion de carbendazim en tilapia.
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Medias y 95,0% de Fisher LSD
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Figura 30 Nivel de aspartato transaminasa U/L por tratamiento
En la figura 30 se muestra el valor de la media del tratamiento 1 o control y el error
estandar (15.25 + 2.85), Segun Huberc citado por Mauel et al (2009) sefiala la media normal para
tilapia es de 26 U/L con un rango de 16 a 120 U/L.

Se observa un aumento respectivo de 24 y 25 unidades de asparto transaminasa AST por
litro, para los tratamientos 2 (0.5 ppm carbendazim + Chlorella sp.) y 3 (0.5 ppm carbendazim +
Chlorella sp.) lo cual muestra una tendencia creciente por la presencia de carbendazim y el efecto
agregado de Chlorella sp., para este parametro enzimatico plasmatico. Cabe indicar que los
niveles de transaminasas pueden incrementarse en relacion a las lesiones o alteraciones celulares
en higado, debido a que estas enzimas no han sido muy estudiadas en peces Van der Oost et al en
el (2002) sugiere la enzima glutation S-transferasa GSTs como alternativa de biomarcador
hepaético.

4.3.6 Alanina transaminasa (ALT)

Finalizado el ensayo de administracion de microalga y exposicion de carbendazim en

juveniles de tilapia hibrida, se procedié a la extraccion sanguinea y toma de datos. La verificacion

de los supuestos de normalidad se aprobaron mediante la determinacion estandarizada de sesgo y
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curtosis (-2 a +2) y prueba de homogeneidad de varianzas Levene (p=0.89). EI método empleado
para discriminar entre las medias es el procedimiento de diferencia al 95 % (LSD) de Fisher y la
comparacion de pruebas de multiple rangos entre medias de cada tratamiento.

Se procedio a realizar un analisis de varianzas ANOVA en el cual se determina con un valor-
p (p=0.60) que no existe una diferencia estadisticamente significativa entre las medias de los
tratamientos para la variable alanina transaminasa ALT, con un nivel del 95,0% de confianza.

Tabla 14
Pruebas de mdltiples rangos LSD Fisher para alanina
transaminasa (ALT)

Tratamiento ALT (U/L) Ho?nroug?écr)lseos
. . +
I:ilorecilz spfppm) = 92.64 X
. 0. +
giior?llixssp.(ppm) = 136.37 X
T1: Control 163.96 X
T4:0.5 (ppm) CBM 192.55 X
T5:0.75 (ppm) CBM 261.04 X
Contraste  Sig.  Diferencia +/- Limites
T1-T2 71.32 237.76
T1-T3 27.59 237.76
T1-T4 -28.59 237.76
T1-T5 -97.08 237.76
T2-T3 -43.73 237.76
T2-T4 -99.91 237.76
T2-T5 -168.40 237.76
T3-T4 -56.18 237.76
T3-T5 -124.67 237.76
T4-T5 -68.49 237.76

La tabla 14 muestra las diferencias y comparaciones entre medias de los tratamientos en la
prueba de multiples rangos, en los resultados entre tratamientos no se muestra diferencia

significativa al 95% por la prueba LSD Fisher.
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En la figura 31 se aprecia el nivel de alanina transaminasa posterior al ensayo de

administracion de microalga y exposicion de carbendazim en tilapia.

Medias y 95,0% de Fisher LSD

470

370

270

170

TGP__ALT

70

LI L L B L I BB
T Y O A B A A B A A A
1 1 1 1 1 1

-30

1 2 3 4 5
Tratamiento

Figura 31 Nivel de alanina transaminasa U/L por tratamiento
En la figura 31 se observa el valor de la media del tratamiento 1 o control y el error

estandar (163.9 + 99.9U/L), comparando las diferencias numéricas de las medias, se observa que
los tratamientos 2 y 3 con administracion de microalga disminuyen el nivel de la enzima 28 y 71
U/L respectivamente mientras que los tratamientos 4 y 5 (sin administracién de microalga)
presentan un aumento correspondiente de 28 y 97 UJ/L, todos estos cambios en relacion al
tratamiento control. Lee et al (2006) reporta incremento en los niveles de las enzimas ALT y
AST en Carpa durante un estudio de exposicidn cronica de nanoparticulas de 6xido de zinc.

En los parametros albdmina, creatinina, proteinas totales y fosfatasa alcalina segun los
analisis estadisticos de comparacion de medias al 95 % LSD Fisher demostro que los resultados

no muestran ninguna tendencia ni diferencia significativa (tabla 15)



Tabla 15
Medias de resultados hematoldgicos varios

Tratamientos Creatinina Albumina Proteina total  Fosfatasa Alcalina
(mg/dL) (g/dL) (g /dL) (UIL)

Control 0.2 £ 0.07° 0.2 +0.06a 2.2 +0.18a 414+ 781a

05 (ppm) CBM + ), | 0032 0.1+0.03a 2.8+023a 255+ 1.38a
Chlorella sp.

0.75 (ppm) CBM+ 5 | 4 055 0.1+001a 2.2+0.14a 29.7 +0.92a
Chlorella sp.

0.5 (ppm) CBM 0.2 +0.03? 0.2 +0.08a 2.8 +0.19a 40.8 + 13.15a

0.75 (ppm) CBM 018 + 0,03 0.1 +0.04a 2.1+0.23a 33.4 +3.33a

Tabla 16

Medias de los resultados hematol6gicos en comparativa con estandares bibliograficos

Tratamientos

0.5 0.75 (ppm) 0.5 0.75
Variables Estandar Control (ppm) CBM + (ppm) (ppm)
CBM + Chlorella CBM CBM
Chlorella sp.
sp.
Hemoglobina 10.52 104 8.9 7.3 7.7 6.6
(g/dL)
Hematocrito (%) 33.63 32.9 26.6 22.7 24.1 23.2
Creatinina 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.18
(mg/dL)
Glucosa 46 50.1 43.4 41.9 41.6 38.2
(mg/dL)
AlbUmina (g/dL) 1.4 0.2 0.1 0.1 0.2 0.1
Proteina total 3.5 2.2 2.8 2.2 2.8 2.1
(g/dL)
AST (U/L) 26 15.3 39.2 40.9 19.0 21.4
ALT (U/L) - 164.0 92.6 136.4 192.6 261.0
Fosfatasa Alcalina - 41.4 255 29.7 40.8 33.4
(U/L)
Colinesterasa - 2003.1 1488.1 1606.3 1598.0 1283.7
sérica (U/L)

Fuente: (Figueiredo & Rocha, 2006)
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En la tabla 19 se indica la comparacion de los resultados hematologicos con los estandares

internacionales.

4.4 Mortalidad en porcentaje del efecto de Chlorella sp. y la exposicion de carbendazim en

juveniles de tilapia hibrida.

50

X 40

S

3 30 9y

8 20

S

S 10 6 6
0

0 N
1 2 3 4
Tratamientos

39

Figura 32 Porcentaje de mortalidad por tratamiento
En la figura 32 Se evidencia un aumento del porcentaje de mortalidad de tilapia directamente

proporcional a la concentracion de carbendazim, el tratamiento 5 se registré la mayor mortalidad

4.5 Variables histoldgicas

4.5.1 Tejido Branquial

La Tabla 16 contiene imagenes comparativas (40X y 800X) de cortes histoldgicos realizados

por histologia clasica de hematoxilina y eosina (H-E) y microscopia electronica de barrido (SEM)

en branquias de juveniles de tilapia hibrida.

Las branquias de tilapia hibrida expuestas a concentraciones de carbendazim de 0.5y 0.75

ppm mostraron espesamiento del epitelio lamelar primario. Efectos téxicos similares se

reportaron Neskovic et al., (2000) en carpa por la aplicacion de glifosato. Lo cual afecta a nivel

respiratorio disminuyendo el intercambio gaseoso por dafio lamelar.
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Los tratamientos que fueron administrados con microalgas presentan un menor dafio en
comparacion a los tratamientos que Unicamente fueron expuestos a carbendazim en las mismas
concentraciones.
Tabla 17

Tejido branquial de tilapia hibrida mediante histologia clasica H-E y microscopia
electronica de barrido SEM

Filamentos brnquiales Decripcion

Estructura normal y homogenea de los filamientos branquiales.

Disposicién uniforme para el epitelio interlamelar

Lamelas reducidas a un 50% del tamafio normal y simeria heterogenea.

Tejido tratado con 0.5 ppm de carbendazin + microalga

Hiperplasia leve en el epitelio interlamelar.

Tejido tratado con 0.75 ppm de carbendazin + microalga

Hiperplasia severa del epitelio interlamelar con disposicion heterogenea de

CONTINUA |:>

lamelas.

Tejido tratado con 0.5 ppm de carbendazin
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Hiperplasia severa a nivel de todo el epitelio interlamelar con estructura anormal
y heterogenea de lamelas.

Tejido tratado con 0.75 ppm de carbendazin

Lamela (L), epitelio interlamelar (EIl), hiperplasia leve (HL), hiperplasia severa (HS)
4.5.2 Tejido hepético

La histologia mostré que el fungicida carbendazim causa alteraciones de tejido hepatico,
como vacuolizacién, necrosis y vasodilatacion. Los cambios en higado observados son mas
evidentes en peces expuestos a altas concentraciones de carbendazim; sin embargo, el dafio
disminuye, tanto en el tamafio del hepatocito como en la vasodilatacion de sinusoides, en los
tratamientos con presencia de microalga. Estas alteraciones concuerdan con resultados publicados
por Figueiredo-Fernandes et al., (2006) demostrando una variedad de cambios en el higado de O.

niloticus, como resultado de la exposicion a diferentes sustancias toxicas.

Tabla 18

Vista del tejido hepatico de tilapia hibrida mediante histologia clasica H-E vy
microscopia electronica de trasmision TEM

Tejido hepatico Decripcion

b. Hepatocito con arquitectura normal

CONTINUA -




b. Vacuolizacion lipidica de hepatocitos

Tejido tratado con 0.5 ppm de carbendazin + microalga

b. Vacuolizacion lipidica reducida

Tejido tratado con 0.75 ppm de carbendazin + microalga

b. Aumento de tamafio en hepatositos por vacuolizacién
a. Vasodilatacion de sinusoides

Tejido tratado con 0.75 ppm de carbendazin
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

= La microalga Chlorella sp. biotipo 1, tiene un efecto terapéutico positivo reduciendo el efecto
toxico de carbendazim a nivel hematoldgico e histolégico, en tilapia hibrida Oreochromis sp.

= Carbendazim se ubico en una escala de toxicidad aguda 7.5 ppm (CLsp).

= En tilapia a nivel hematoldgico, el fungicida carbendazim ocasiona disminucion en los
parametros normales: hemoglobina; hematocrito; glucosa y AST.

= Carbendazim a dosis sub letales (0.5 y 0.75 ppm), produce dafios en 6rganos de juveniles de
tilapia Oreochromis sp. En branquias, causa hiperplasia severa en el epitelio interlamelar y en
tejido hepatico, provoca vacuolizacién lipidica.

= Chlorella sp biotipo 1 presentd un efecto terapéutico positivo, disminuyendo los dafios por la
exposicion a carbendazim en tilapia, mostrando niveles de hemoglobina, hematocrito y
glucosa cercanos a los niveles normales.

= La microalga Chlorella sp. biotipo 1 incluida en la dieta balanceada para tilapia reduce el

efecto toxico de carbendazim parametros hematoldgicos e histoldgicos.
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5.2 Recomendaciones

e Es recomendable el avance de estudios en modelos biolégicos mamarios para conocer a

profundidad los efectos toxicos de carbendazim.

¢ Incluir la microalga Chlorella sp en la dieta balanceada para tilapia hibrida con el fin de

reducir el efecto toxico de pesticidas.

e Para establecer el potencial terapeutico de la microalga Chlorella sp. es importante realizar

estudios complementarios con fines farmacéuticos y nutraceuticos.

e Se recomienda utilizar Artemia salina como modelo bioldgico para conocer el efecto toxico de

sustancias naturales o quimicas.
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