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RESUMEN

El nimero de insectos resistentes a pesticidas sintéticos, se ha incrementado en
muchas partes del mundo, por lo que la nueva generacién de pesticidas se ha enfocado en el
desarrollo de biopesticidas. Tal es el caso de la utilizacion del Bacillus thuringiensis (Bt)
como insecticida bacteriano. Este bacilo es especifico para plagas de la mosca negra entre
otras y es ampliamente aceptado. Sin embargo, en la actualidad existen dudas sobre los
efectos deletéreos en especies que no son el blanco de accion. La utilizacién de peces
bioindicadores, son una herramienta valiosa para el monitoreo de la contaminacién
ambiental. La tilapia Oreochromis aureus es un pez con atributos excelentes para estudios
de toxicidad, debido a su gran adaptabilidad a condiciones de laboratorio, se conoce
informacién abundante de su ciclo bioldgico, por su ubicacién en la cadenas troficas como
pez herbivoro y por ser un alimento proveedor de proteinas de origen animal, con una alta
demanda. En este trabajo se presentan los efectos téxicos de Bacillus thuringiensis var.
aizawai en tilapias, partiendo de la determinacion de la concentracién letal (CLsp). Durante
la experimentacion se evaluaron: temperatura, pH, concentracién de sélidos disueltos,
salinidad, oxigeno disuelto, % de saturacion de oxigeno, conductividad, cloruros y
carbonatos. Se realizaron observaciones sobre varios 6rganos de los peces, entre ellos;
coloracion de la branquias, piel y otros. Después se realizé el sacrificio por dislocacion
cerebral, se extirparon las branquias y el tracto digestivo. A la mitad de las muestras se les
aplico colchicina y choque hipoténico (KC1 0.075 M) con el fin de evaluar cromosomas y
a la otra mitad no se le aplicé dicho tratamientos, ya que se utilizaron para evaluar
micronucleos. Las preparaciones se hicieron con raspado de epitelios y se tifieron con
Giemsa. Los resultados muestran que la concentracién probada del agente Bt. a 1,000 ppm
no es letal, pero si resulta, subletal conforme transcurre el tiempo de recuperacion. Esto es
que la mortalidad de individuos ocurre paulatinamente ain en condiciones de agua,
oxigenacién y alimentacién apropiadas. La concentracién letal 50 (CLso) ocurre a las 48
horas a una concentracion de 5,000 ppm. La concentracién de 10,000 ppm es letal para el
100% de los peces a las 48 horas de exposicion. En cada una de las concentraciones se
observan efectos anormales en el comportamiento de los peces. Las branquias resultaron
ser los 6rganos mas sensibles al efecto fisiologico pernicioso resultante de la exposicion al
pesticida. El dafio biologico se manifiesta por la deteccion de efectos tales como;
citotéxico, mitogénico e induccién a la heteropicnosis. La aplicacion de Bt como
biopesticida pudiera no ser tan inocuo como se ha considerado, se deben realizar mas
estudios de los efectos provocados en organismos que no son el blanco de accién tanto a
nivel ecolégico como fisiolégico y citotdxico.
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I. INTRODUCCION

El desarrollo tecnolégico, el crecimiento demografico, la industrializacion y el
uso de nuevos métodos en la agricultura tecnificada, son factores que contribuyen a una
continua incorporacion al ambiente de grandes concentraciones y diversas sustancias
sintéticas como naturales, cuyas interacciones y efectos adversos sobre el ambiente en
los seres vivos no se conocen y la informacién que se tiene es insuficiente (Albert,1988).
Surgiendo la necesidad de valorizar el riesgo y caracterizar las situaciones en que se
encuentra implicito, para plantear medidas de evaluacién que permitan evidenciar la
magnitud de tal riesgo (Wilson y Crouch, 1987).

Las sustancias sintetizadas por el hombre han aumentado de una manera casi
exponencial, la Agencia para la Proteccion del Ambiente (EPA), en los Estados Unidos
y la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), en 1980, reportan que el niimero de
sustancias de uso cotidiano, fue de 63,000. De ellas 1,500 son principios activos de
plaguicidas, 4,000 son farmacos, 10,000 se emplean para fabricar cosméticos y otras
10,000 son utilizadas en la elaboracién de productos domésticos (Albert, 1988).

También el desarrollo de biopesticidas es objeto de una ardua investigacion
cientifica, ya que se ha observado un incremento en el nimero de insectos que se
convierten en plagas, resistentes a insecticidas sintéticos en muchas partes del mundo,
ademds representan una oportunidad comercial para la produccion de insecticidas
especificos con bajos costos de produccién y con una alta compatibilidad ambiental. Tal

es el caso de la utilizacion del Bacillus thuringiensis, que durante las tres wltimas
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décadas ha sido empleado para el control de plagas en etapas larvarias para cultivos
agricolas y control de vectores de enfermedades tropicales.

Si bien las investigaciones en B. thurginiensis, se han enfocado en la estructura
molecular de la toxina proteinica, también deben hacerse estudios de los efectos en los
organismos que no son el blanco de accién, asi como sus posibles implicaciones
ecoldgicas por el uso de tal biopesticida (Lambert er al., 1992).

A inicio de 1940 se advierte la posibilidad de efectos adversos de compuestos
quimicos (pesticidas) en organismos de los ambientes acuaticos, por lo que se inician los
primeros estudios toxicologicos en peces, ademas de ser considerados los mejores
indicadores de contaminacion por pesticidas, debido a que los residuos de contaminantes
son acumulados en los tejidos (Younos ez al., 1988).

Desde entonces, el dafio ocasionado en la sobrevivencia de organismos de rios
ya se tiene documentado, por lo que surge la necesidad de establecer medidas
preventivas para estimar dafios antes de que estos ocurran (Buikema et a/.,1982). En un
intento por estimar el grado de dafio ocasionado, se desarrollaron las pruebas de
toxicidad aguda, que se convierte en la herramienta basica para el monitoreo de los
efectos de contaminantes en ambientes acuaticos (Albert,1988).

La informacion generada de las pruebas de toxicidad pueden utilizarse para el
manejo de los contaminantes ambientales en: (a) prediccion de los efectos ambientales
por los contaminantes; (b) comparaciones de sensibilidad a toxicidad entre organismos
de prueba, téxicos y condiciones de experimentacion y (c) regulacién de las descargas

de contaminantes (Albert,1988).



Por procesos de bioacumulacién y bioamplificacion, los pesticidas pueden
persistir en diferentes niveles de las cadenas troficas, llegando a alcanzar
concentraciones letales o subletales, para algunos organismos o bien pueden llegar a los
niveles superiores de la red trofica, en la que el hombre es un componente importante.
La bioacumulacién depende principalmente de la naturaleza quimica del compuesto, de
la cantidad en que esté en contacto con el organismo y de las velocidades de absorcién y
excrecion del toxico por cada organismo (Alpuche, 1991).

Los primeros efectos provocados por la contaminacién ocurren en los niveles
inferiores de la organizacion biolégica, después tales perturbaciones se manifiestan a
nivel poblacional, comunidad y en diferentes niveles del ecosistema. Los efectos
subletales primeramente son expresados por alteraciones a nivel bioquimico y
molecular, tales pueden ser a nivel de la membrana celular y en el material genético,
induciendo una serie de respuestas estructurales y funcionales como la regulacién
hormonal, metabolismo, inmunolégica y osmorregulacion. Tales efectos pueden afectar
a los organismos a nivel sobrevivencia, crecimiento o reproduccioén y finalmente
provocar efectos en detrimento de la poblacién, comunidad y a nivel de ecosistema
(Adams ef al.,1990).

Con la utilizaciéon de bioindicadores es posible realizar mediciones por
exposicion a contaminantes y evaluar efectos sobre enzimas involucradas en los
procesos de desintoxicacion, dafio en el DNA, cromosomas o nicleos, disfuncién de
organos, histopatologias, estado nutricional, funciones bioenergéticas y otras variables

indicadoras de salud (Bevelhimer, 1991).
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Estas metodologias han sido usadas exitosamente en rios contaminados, donde
los organismos bioindicadores corresponden a gradientes de contaminacién, en relacién
gradual al origen o fuente de contaminacion (Albert,1988).

La utilizacion de peces como bioindicadores constituye una herramienta valiosa
para el monitoreo de la contaminacién ambiental, para la recuperacion de poblaciones,
asi como para establecer medidas de remediacion en los sistemas contaminados (Fox,

1994),



. ANTECEDENTES

El acelerado desarrollo industrial ha provocado la presencia de agentes, que por
sus caracteristicas o por su alta concentracién, son dafiinos tanto para los organismos
como para los ambientes en donde aquellos se desarrollan. Estos agentes nocivos
provocan alteraciones en la estructura y funcién de los organismos expuestos, las cuales
se aprecian como enfermedades, incapacidades, muertes y hasta desaparicién de
especies animales y vegetales, asi como el desequilibrio de la dindmica natural de los
ecosistemas, que propicia, en Giltima instancia, la desaparicion de los mismos.

El humano se ha valido de la Toxicologia para generar conocimientos que
definan cuanto es lo minimo aceptable de las sustancias a las que con relativa frecuencia
se expone el ser humano. Ademas, avanza en la comprension de los mecanismos
fisiologicos, celulares y moleculares que determinan la toxicidad. Este tipo de
conocimiento permite sugerir la prohibicién o disminucién en el uso o la produccién de
clertas sustancias, el control de aquellas con un bajo riesgo, asi como determinar el
posible papel de éstos toxicos en el desarrollo de enfermedades cronicas, degenerativas
y de respuestas mutagénicas, carcinogénicas y teratogénicas (Vega y Reynaga, 1991 ).

En los Estados Unidos, la Agencia de Proteccion Ambiental (EPA) ha estimado
que el 72% de todas sus cuencas estan contaminadas por desechos industriales. Muchos
de los cuales poseen caracteristicas carcinogénicas (Krayball, 1977). Este problema no
es exclusivo de los Estados Unidos ya que est4 bastante documentado que sustancias
como pesticidas, bifenilos policlorinados e hidrocarburos aromaticos policiclicos se

encuentran en altas concentraciones en muchos sistemas acuaticos del mundo, asi como
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en los animales que habitan tales aguas. Los posibles riesgos para la salud publica que
esto implica aun son desconocidas (Krayball, 1977).

En un intento por determinar los efectos de los xenobidticos sobre la estructura y
funcion de los sistemas acuéticos han surgido nuevas lineas de investigacion cientificas
como la Toxicologia acuatica y Genética toxicoldgica. Estas generalmente utilizan peces
como organismos de prueba, ya que econémica y ecolégicamente son fundamentales en
los sistemas acuaticos, ademas de que son bastante sensibles a las condiciones
ambientales adversas y pueden estudiarse relativamente ficil en condiciones de
laboratorio (Kligerman, 1980).

Los bioensayos de toxicidad son una herramienta que puede ser usada para
evaluar el riesgo de los xenobiéticos, obtiéndose una respuesta global de tal sustancia
disuelta en efluentes de descarga industriales y domésticas (Gaete et al., 2000).

La Genética Toxicologica ha tenido un crecimiento exponencial, principalmente
los estudios relacionados con el cancer causado por mutacidén somatica experimental.
También ha avanzado debido al conocimiento de los problemas causados por
contaminacién ambiental y apoyado con el desarrollo de nuevas técnicas para el estudio
de los efectos de sustancias genotéxicas, interactuantes con el ADN y efectos como la
carcinogénesis, mutagénesis y teratogénesis (Ames et al., 1973; Miller y Miller, 1975;
McCann et al.; 1975).

La mayor parte de los estudios genéticos en peces son relativos a la descripcién
del cariotipo, citotaxondmicos, asi como a la caracterizacion de genes y mapeo genético

(Kligerman , 1980).
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Tsoi (1970; 1971) fue el primero en investigar los efectos de mutagenos en el
material genético, utilizando dimetil sulfato, urea nitrosometil, rea nitrosoetil y 4-
bisdiazoacetil butano, para inducir ginogénesis entre diferentes especies de peces;
reportando anormalidades en los cromosomas de gastrulas en desarrollo después de la
exposicion quimica. Tales efectos pueden ser: fragmentacion de cromosomas, mitosis
con polos miltiples ademas de puentes anafisicos y telofasicos.

En un estudio pionero para analizar dafio cromosémico en peces de ambientes
contaminados, Longwell (1976) reporta en macarela (Scombrus scombrus) recolectados
de aguas superficiales en la bahia de Nueva York, puentes cromosémicos,
aglutinamiento cromosémico y husos con orientacién anormal.

Kligerman (1979; 1980) sefiala que anteriormente en el campo de la Genética
Toxicolégica de ambientes acuaticos, la mayoria de las metodologias eran inapropiadas,
las especies indicadoras de contaminacién no eran las mas adecuadas para los disefios
experimentales, ademas que carecer de una curva de respuesta para dosis letales. Debido
a lo anterior, cabe la posibilidad de que los dafios observados se debieran a metodologias
inadecuadas.

La Genética toxicologica se puede aplicar bajo dos consideraciones, en (1)
protocolos a largo plazo basados en estudios epidemiologicos, ensayos de carcinogénesis
y mutagénesis en laboratorio; y (2) protocolos a corto plazo usando dominantes letales,

locus especificos y ensayos citogenéticos.

En teorfa las investigaciones epidemioldgicas ofrecen las evidencias mas

confiables y evidentes para determinar los agentes carcinogénicos en los sistemas
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acuaticos. Sin embargo, en la practica los estudios epidemioldgicos son dificiles de
realizar y en ocasiones arrojan resultados incorrectos (Kligerman, 1980).

Brown et al. (1973 y 1979) estudi6 cuencas hidrologicas clasificindolas como:
alta, mediana y libres de contaminacién, encontrando una relacion directa con el nivel de
contaminacion y el porcentaje de peces con enfermedades.

Los virus y factores parasitarios pueden confundir el problema y dificultar los
controles en la investigacion. Por esto, aunque los estudios epidemiolégicos pueden
advertir significativamente el deterioro ambiental, no parece ser lo mas apropiado o
sensitivo para monitorear los ambientes acudticos para la presencia de sustancias
quimicas genotoxicas.

Los primeros ensayos carcinogénicos fueron iniciados por Stanton (1965), quien
demostr¢ la utilidad del uso de pequefios acuarios para estudios carcinogénicos en peces;
indujo a la formacion de hepatomas y cholanginomas en el pez zebra (Brachydario
rerio) por exposicion a dietilnitrosamina. Subsecuentemente Matsushima y Sugimura
(1976), demostraron la alta sensibilidad para la inducciéon de tumores por diferentes
carcinogenos tales como benzo(a)pireno, dimetilnitrosamina y o-aminoazotolueno.
Ademas de evidenciar sensibilidad, estos estudios presentan otras ventajas tales como
deteccion de resistencia de peces a los efectos de las sustancias genotdxicas,
determinacién del tiempo de induccién de los tumores carcinogénicos y el poder
mantener gran cantidad de organismos en condiciones controladas de laboratorio.

Existen otros métodos para detectar los carcindgenos ambientales, tales como los

cromatograficos que pueden determinar el tipo y concentracion de sustancias quimicas
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presentes en las muestras de agua, por lo que el potencial carcinogénico puede ser
probado individualmente o en mezclas especificas, otro método alternativo puede ser la
utilizacion de 6smosis inversa para concentrar los compuestos organicos de la muestra
de agua y estos concentrados probarlos directamente (Kopfler et. al., 1974).

Las ventajas de los sistemas experimentales para carcinégenos comparados con
los epidemiologicos, es que son mas sensibles ya que se excluye la presencia de
activadores de factores enddgenos, y las condiciones del ambiente pueden ser
rigurosamente controladas. La mayor desventaja es el tiempo requerido, ya que se
necesita de seis meses a un afio para determinar el poder carcinégeno de una o mezcla
de sustancia(s) quimica(s) (Heddle, 1989).

Los estudios citogenéticos en cambio son los mas sensitivos y eficientes para
detectar los efectos de los genotoxicos, debido a que los otros métodos a corto plazo
(letales dominantes y locus especificos) resultan ser sélo valiosos para estudios basicos
relacionados con el metabolismo, iniciacién y promocién neoplasica, asi como
mecanismos de interaccion, entre el genoma y sustancias quimicas. Los estudios
citogenéticos tienen como ventajas, el requerir pequefios tamafios de muestra y pueden
efectuarse bajo controles de laboratorio muy rigurosos y en periodos cortos de tiempo;
en estos estudios se pone de manifiesto la interacciéon directa de los genotéxicos con el

genoma completo, y no sélo en uno o dos loci especificos (Kligerman, 1980).

Un esquema recomendado para estudios citogenéticos es el siguiente: 1.
Seleccionar especies de peces indicadoras con las siguientes caracteristicas: deben

obtenerse facilmente, de preferencia con una alta densidad poblacional, poseer un
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nimero cromosomico pequefio y que de preferencia posean cromosomas con un tamafio
mayor de 25um. 2. Exponerlo en “encierros” en el sistema acuatico o en condiciones de
laboratorio, a sustancias quimicas, concentrados de muestra de agua u otros agentes
ambientales. 3. Remover y estimular la mitosis de tejidos activos para obtener cultivos
celulares (e.g. células de sanguineas) para cuantificar calidad y frecuencias de células en
metafase, donde se evalia el dafio genético. 4. Finalmente, comparar los grupos
experimentales con los controles (Kligerman, 1980).

Todos los pesticidas son potencialmente téxicos para los humanos y otros
organismos. El grado de dafio ocasionado depende de las caracteristicas del pesticida, la
cantidad o dosis y la duracion de exposicién o tiempo en contacto (Younos e al., 1988).

La toxicologia acuatica ha desarrollado metodologias para la valoracion de los
efectos de toxicidad por exposicién a una dosis durante un periodo de tiempo dado.
Tales valoraciones de riesgo se basan en estudios de dosis-respuesta, siendo realizados
en condiciones de laboratorio, ecosistemas naturales y mesocosmos (estanques
experimentales y encierros in situ) (Younos et al., 1988).

Existen dos categorias de pruebas toxicoldgicas para determinar los efectos
toxicos de los pesticidas, en mamiferos, como los determinados en conejos, ratas y
perros, asi como los efectos toxicos estimados en organismos acuaticos como peces e

invertebrados (Younos et al., 1988).

Las pruebas de toxicidad en mamiferos y organismos acuaticos proveen de
informacion para evaluar dafios y valorizar el riesgo asociado con el uso de pesticidas.

Los estudios de toxicidad comprenden determinaciones de efectos agudos, subcronicos,
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cronicos, mutagénesis y algunos parametros especiales. Las valoraciones de toxicidad
aguda generalmente son a corto plazo, una de las mas utilizadas es la determinacién de
la dosis letal (LDso), que representa la media de la dosis requerida de la sustancia en
estudio para aniquilar al 50% de la poblacién de organismos en experimentacion. La
LDsose expresa en mg/kg del peso del animal en estudio. La LCsy representa el valor
medio de concentrzcién quimica en el agua requerido para aniquilar el 50% de la
poblacion. La LCsp se expresa en mg /l litro de solucidn acuosa. Existe también una
valoracion denominada dosis maxima tolerada (MTD), que representa la dosis de una
sustancia dada que produce algiin efecto téxico o farmacologico especifico (Younos et
al, 1988)

La dosis mas baja utilizada de una sustancia que no produce un efecto toxico
evidente se conoce como nivel de efectos no observados (NOEL). En la practica de esta
determinacion ha surgido un criterio, el utilizar un factor de seguridad de 100 para lo
determinado en los organismos de prueba, como la dosis que puede ser consumida por
humanos sin representar un riesgo, excepto para pesticidas carcinogénicos y
mutagénicos. En éstos ultimos se requiere de modelos matematicos para estimar el

riesgo y probabilidad de ocurrencia de tumores o mutacion (Younos ef al.,1988).

Debido a la acumulacién de sustancias contaminantes en el ambiente, aumenta la
probabilidad de la exposicion del humano a éstas durante algiin periodo de su vida
incluyendo la gestacion. En vista de lo anterior, se han desarrollado métodos analiticos
de alta sensibilidad para detectar y cuantificar la presencia en el ambiente de cantidades

minimas de sustancias potencialmente toxicas. En las pruebas experimentales de
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toxicidad, los efectos toxicos o indeseables se detectan a dosis muy elevadas, por lo que
es necesario determinar la probabilidad de que se obtengan respuestas similares para las
concentraciones de exposicion “normales”, lo que se obtiene a partir de pruebas
toxicolégicas tales como la determinacion de la concentracién letal LCs, entre otras.

Los datos obtenidos experimentalmente sirven para elaborar modelos
matematicos en donde se intenta predecir como responderian los animales de
experimentacion a concentraciones mas bajas. Estos modelos no pueden predecir la
respuesta en humanos; sin embargo, se hacen suposiciones teéricas con bases biologicas
comparativas para poder extrapolar a los humanos los datos obtenidos en animales
(Vega y Reynaga, 1991).

Para el caso de la presente investigacion, los resultados obtenidos de toxicidad
por LCs tienen validez en la determinacién de concentraciones de seguridad para la
especie en estudio y para la prediccion de efectos del contaminante en los sistemas
acuaticos. De manera hipotética se pueden extrapolar los posibles efectos para la salud

en humanos.

Las pruebas de mutagénesis comprenden la valoracién de eventos como la
mutacion, aberraciones cromosémicas numéricas y estructurales, dafio en el DNA y
reparacion del mismo (Younos et al,1988).

El daﬁo inducido por diversos factores al material genético, a través de la
mutagénesis, es uno de los riesgos toxicolégicos que no ha sido valorado
suficientemente a pesar de su repercusién en la salud de los individuos afectados y sus

descendientes. Diversos estudios sugieren una relacién de causa-efecto de la
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mutagénesis con la transformaciéon maligna de las células (carcinogénesis) y ciertas
alteraciones del desarrollo (teratogénesis).

Por lo antes sefialado se requiere del analisis de la relacion entre el riesgo y
beneficio que representa cada compuesto, para fundamentar la toma de decisiones sobre
el control de su produccién y consumo.

Las alteraciones intragénicas pueden producirse por sustitucion de bases o por
desfasamiento. La primera ocurre por una transicion, reemplazo de una base por otra
del mismo tipo, o por una transversion, en la que una base de un tipo es sustituida por
otra de tipo diferente. El desfasamiento consiste en el corrimiento de la secuencia por
eliminacion o adicion de bases. Las mutaciones pueden resultar de la accion directa de
los agentes quimicos sobre el material genético o sobre otros componentes celulares
funcionalmente ligados a él, como los que participan en la division celular (centriolos y
microtubulos), las proteinas de la cromatina y las enzimas que contribuyen a su

replicacion o reparacion.,

La coincidencia de resultados en varios sistemas, que incluya algunos
funcionalmente semejantes al humano, constituye un elemento de gran utilidad para
normar criterios sobre el uso o difusion de las sustancias, aun cuando no permita

predecir el riesgo con precision (Cortinas de Nava, 1990).
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I1.2 REQUERIMIENTOS MEDIO AMBIENTALES PARA EL CULTIVO DE

TILAPIA

Cada organismo requiere de condiciones fisicas y quimicas adecuadas para su
mejor desarrollo. Segun la Secretaria de pesca (1994), los valores 6ptimos y tolerables

para el cultivo de tilapia son:

Temperatura: Es uno de los factores limitantes para el cultivo de estas especies, por ser
de origen tropical, el intervalo optimo oscila entre los 20 y 30 °C y aunque pueden
soportar temperaturas alrededor de los 15 °C, sus funciones fisioldgicas se alteran. La
reproduccion se efectia a temperatura superior a los 20 °C (el intervalo 6ptimo es de 26

a 29 °C). Los limites superiores de tolerancia varian entre los 37 y 42 °C.

Salinidad: Las tilapias dulceacuicolas evolucionaron a partir de un antecesor marino,
por lo cual se adaptan a vivir en aguas saladas. Incluso O. mossambicus y T. zillii se
puede reproducir en el mar, sin embargo, esta tolerancia se ve influenciada por la
temperatura. Las tilapias que soportan amplios intervalos de concentraciones de sal
(eurihalinas) crecen mas rapido a niveles cercanos a la isotonia, ya que reducen el gasto
de energia para el control osmotico de sus fluidos corporales, lo cual permite cultivar
estas especies en zonas no aptas para la agricultura o ganaderia, como son los embalses

de agua marina o salobre.

Oxigeno disuelto: Otra ventaja al cultivar estas especies, es su total tolerancia a bajas
concentraciones de oxigeno disuelto, pues aunque su presion parcial sea baja, su sangre

es capaz de saturarse de oxigeno y aun de reducir su consumo si la concentracion es
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inferior a 3 mg/l usando un metabolismo semianaerdbico, con el cual soporta niveles de
1 mg/l e incluso menor por periodos cortos. En esta tltima condicion, disminuye ademas
el consumo de alimento y por lo tanto retarda su crecimiento. Por ello, no es aconsejable
permitir un abatimiento de oxigeno por debajo de 2 6 3 mg/l, lo cual puede suceder en
dias sombreados o en ausencia de luz solar, pues inclusive la baja concentracién de

oxigeno conduce a la aparicién de enfermedades.

pH: Los cambios de pH tienen efectos indirectos sobre la tilapia, pues como es
herbivora, la variacién en este parametro perjudica fuertemente la productividad de
natural del estanque y mientras mas estable permanezca el pH del sistema de cultivo (7a
8) existird una fuente alimenticia de mejor calidad y cantidad. No es recomendable la

cria de tilapia en aguas 4cidas o que estén en contacto con suelos 4cidos.

Alcalinidad y dureza: La variacion en éstos parametros, al igual que el pH, influye
sobre la cantidad de alimento disponible para la tilapia y no directamente sobre ésta, por
lo cual se recomienda una alcalinidad superior a 175 mg/l de carbonato de calcio
(CaCos), pues afecta la productividad del estanque y a las branquias de las tilapias. El
nivel 6ptimo de alcalinidad es de 20 mg/I de carbonato de calcio; los niveles inferiores a
5 mg/l inhiben el desarrollo de las plantas acuaticas. Cuando las concentraciones de
carbonato de calcio son elevadas, se produce una excesiva presién osmética asfixiando a

los organismos y bloqueando el mecanismo liberador de sal y cloro.

Turbidez: Este fendmeno es provocado por particulas sélidas que forman suspensiones

coloidales en el agua. El efecto primario que ocasionan las particulas en suspension es
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sobre las branquias, causando lesiones que son puerta de entrada a infecciones por
patogenos. Ademas, impide la libre penetracion de la luz solar en el agua por lo que se
reduce la productividad natural (fitoplancton) del estanque y por lo tanto, del alimento
disponible para las tilapias. La recomendacién conveniente al respecto es no permitir
niveles criticos de turbidez, sedimentando por medios fisicos y/o quimicos las particulas

del estanque cuando los niveles son superiores a 100 mg/1.

Sustancias téxicas: Las tilapias, a diferencia de otros peces, son tolerantes a diversas
sustancias toxicas, entre estas se encuentran los desechos metabdlicos excretados por los
mismos peces (tales como el amoniaco), sobresaturacion de gases (oxigeno, nitrégeno,
diéxido de carbono y acido sulfhidrico), toxinas producidas por el fitoplancton o por
otras plantas terrestres (Acacias), anoxias éausadas por el exceso de fitoplancton,
aflatoxinas de hongos contenidos en el alimento, materiales pesados, pesticidas,
fertilizantes, detergentes y pinturas. Pero a pesar de estas ventajas, el 6ptimo desarrollo y

factor de conversion alimento-peso requiere de aguas de buena calidad.

Enfermedades presentes en cultivos: En cultivos intensivos, las tilapias adquieren
enfermedades de dos tipos: por agentes patogenos y por carencias nutricionales. Las
primeras pueden ser provocadas tanto por una alta densidad de peces como debido a la
degradacion del estanque. Una vez establecida la enfermedad es conveniente curarlos a
pesar de las numerosas dificultades que esto representa (Morales et al., 1988; Morales,
1991). El uso indiscriminado de antibidticos en el cultivo de la tilapia, al igual que en el
de otras especies, ha sido motivo de controversias en cuanto a consideraciones médicas

y veterinarias. Clinicamente esta justificado el uso de oxitetraciclina y sulfonamidas
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usadas a nivel terapéutico, pero no indiscriminadamente como medida profilactica
debido al riesgo que representa para el humano la resistencia de los patégenos a los

antibiéticos (Jiménez-Guzman et al., 1988).

1.3 ;PORQUE ESTUDIAR LOS EFECTOS BIOLOGICOS DE LOS
PESTICIDAS?

A la fecha, el uso de plaguicidas constituye una practica aparentemente necesaria
dada la creciente demanda de alimentos y ante la amenaza que representan las mas de
20,000 plagas de insectos, hongos, malezas, nematodos, bacterias y virus que atacan
constantemente a los cultivos y generan la pérdida de alrededor del 30-40% de las
cosechas mundiales (Gomez-Arroyo et al., 1992; Melo-Manzur,1993).

El uso masivo e indiscriminado de plaguicidas ha generado problemas
adicionales a aquellos relacionados con la salud de los seres vivos y de la contaminacion
de los ecosistemas. Actualmente existen méas de 600 plagas resistentes a los plaguicidas
(Restrepo, 1988). Grandes extensiones de tierras, tanto en México como en otros paises,
se han vuelto improductivas y en ello ha influido la enorme cantidad de plaguicidas
vertidos en el ambiente que ademas de combatir plagas eliminan organismos benéficos,
incluyendo aquellos involucrados en la degradacion de la materia organica y aireacion
del suelo (Restrepo,1988).

Se calcula que en México se comercializan al menos seis de los pesticidas
prohibidos por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), y son utilizados mas de una
docena de pesticidas que han sido declarados como altamente riesgosos para la salud

humana y el ambiente por la “Pesticide Action Network International”. Las
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consecuencias mas palpables del uso y abuso de los agroquimicos se han manifestado a
través de envenenamientos masivos producidos por el uso de pesticidas extremadamente
téxicos, como los ocurridos en México por el pariation en 1968; en Cordova, Veracruz
en 1991 y recientemente en los Mochis, Sinaloa en 1993 (Bojorquez, 1994).

Baja California se ha caracterizado por la alta productividad agricola de algunos
de sus valles, como los de Mexicali, que en su momento fue el mayor productor de
algodon a nivel nacional.

Entre las principales zonas agricolas de la costa de Baja California se encuentran
el Valle de Guadalupe, Valle de Maneadero que ha mantenido la produccién de una gran
variedad de hortalizas y los valles de Camald y San Quintin, donde se producen
anualmente grandes cantidades de tomate. A menor escala, sin que su productividad deje
de ser significativa, se encuentran el Ejido Uruapan, Eréndira, Colonet, Colonia Vicente
Guerrero y San Telmo, donde se producen cereales como el trigo, cebada, avena y
hortalizas entre los que destacan: tomate, repollo, chicharo, chile, pepino, col; frutas
como sandia, melon, fresa y diversas variedades de flores y semillas.

De acuerdo a informacién obtenida en S.ARH. en la zona costera se utilizo
cerca de un millén de kilogramos de pesticidas en 1991. Esta cantidad se considera
subestimada ya que dichas estimaciones estan basadas en los pesticidas mas utilizados,
ya que el total es dificilmente cuantificable. El niimero de pesticidas tampoco puede ser
cuantificado con exactitud, sin embargo, calculos basado en informacion proporcionada
por dependencias oficiales, distribuidores y agricultores, indican la utilizacion de 85
principios activos que se comercializan en mas de 150 plaguicidas diferentes. De éstos

el 46 % son insecticidas, el 33 % fungicidas y el 21 % restante comprenden herbicidas,
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nematicidas y rodenticidas. Cabe sefialar que aunque los nematicidas comprenden solo
el 5% compiten tanto en cantidad como en toxicidad con los primeros (Bojorquez,

1994),



Proliferacion bacteriana en tracto digestivo

Larva muerfa

1) El gusano barrenador consume follaje tratado con Bacillus thuringiensis.

2) En unos minutos la toxina se une a receptores especificos en la pared del tra
por !o cual el g deja de ali tarse.

3) En unas horas la pared del tracto digestivo se rompe, permitiendo la entrada de es|
proliferacion b-cg:rln ala uvidndlgdel cuerpo, do':’l:lepl'l toxina se disuelve.

4) En uno o dos dias el gi muere de septi ia, esporas y bacterias proliferan.



nacleos interfasicos en individuos provenientes

Ensenada, Baja California, Meéxico.

/L‘
- V. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Oreochromis aureus.

b) Determinar la concentracion letal LCso del pesticida Bacillus thm'ing’i

aizawai en el pez Oreochromis aureus.
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VL. MATERIALES Y METODOS

VI.1 SELECCION DE LA ESPECIE.

La especie a utilizar se seleccioné a partir de una revision bibliografica sobre la
distribucion de peces en aguas continentales en la peninsula de Baja California. Se
encontrd que O. aureus es la especie mas recientemente introducida en la region.
También se consideraron aspectos biologicos tales como: distribucion geografica,
reproduccion, importancia ecologica, importancia comercial, facilidad en recoleccion,

transporte, manejo y mantenimiento en condiciones de laboratorio, entre otros.

V1.2 UBICACION DEL AREA DE ESTUDIO.

El cultivo comercial de tilapia se ubica al este de la ciudad de Ensenada, en la
Presa Emilio Lopez Zamora (Fig. 2), la cual tiene una capacidad de 3 millones de metros
cubicos. Es alimentada por el arroyo Valle Verde, que pertenece a la cuenca hidrografica
del Arroyo-Ensenada, que a su vez es alimentada por la precipitacion pluvial durante los
meses de invierno. La construccion de la presa fue iniciado en 1973, con el propésito de
controlar avenidas. La calidad del agua es considerada como aceptable (INEGI,1995).
La importancia ecologica de la Presa Emilio Lopez Zamora es que constituye el unico
cuerpo de agua perenne (potable) de la ciudad de Ensenada, ademas, mantiene por lo
menos dos especies de peces introducidas, lobina negra (Micropterus salmoides) y la
mojarra agalla azul (Lepomis macrochirus) (Ruiz-Campos et al_, 2000). También es una

zona de descanso para aves (Programa de Desarrollo de la Ciudad de Ensenada,

Gobiemno del Estado de Baja California, 1995).
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Figura 2. Ubicacion de la presa Emilio Lopez Zamora

Son dos las especies cultivadas en esta presa: la tilapia Orechromis aureus'y el
bagre Ictalurus punctatus. Estos se encuentran dentro de un sistema flotante formado por
10 jaulas con una dimensién aproximada de 1.5 m X 1.5 m X 2m; forradas con red de
malla de 1/4 de pulgada. Cada jaula mantiene una densidad de 200-300 organismos. Los
peces cultivados se alimentan tres veces al dia, con alimento comercial, conocido como
bagrina de fabricacion nacional. La primera introduccion de 10,000 alevines de tilapia a
las jaulas se efectué el 25 Mayo de 1995, procedente del Centro Acuicola “La
Esperanza” de la Secretaria de Pesca del Estado de Sonora. El bagre se introdujo en
Julio de 1995, procedente del Rancho Mosqueda, una granja productora de bagre y

tilapia ubicada en el valle de Mexicali, B. C. Cabe mencionar que este cultivo es un
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proyecto experimental de produccion masiva (Ratl Cortez, 1995 comunicacién personal,

propietario del cultivo).

VL3 CONDICIONES DE MANEJO DE LOS ORGANISMOS EN EL

LABORATORIO.

La tilapia, Orechromis aureus, fue identificada taxondémicamente en el
Laboratorio de Vertebrados de la Facultad de Ciencias de la Universidad Auténoma de
Baja California, basado en la clasificacion taxonémica de Barret (1983). Se recolectaron
50 organismos, que fueron colocados en un estanque de 500 litros con filtro biologico de
grava arena y concha de ostion fragmentada. El agua utilizada se obtuvo de la red de
agua publica municipal, ésta es la utilizada en las instalaciones del bioterio de la
Facultad de Ciencias de la Universidad Auténoma de Baja California. Los peces
estuvieron por un periodo de 45 dias en el estanque, con el fin de que se aclimataran al
laboratorio. Durante éste periodo se les alimentd con alimento comercial para peces,
dos veces al dia. También se realizaron recambios del volumen total de agua del
estanque cada tres dias y se extrajeron con un sifén las excretas del agua utilizando para
ello una manguera de plastico, con el objeto de mantener en Optimas condiciones el agua

del estanque de aclimatacion.
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V1.4 DETERMINACION DE CLsy Y EVALUACION DE DANO GENETICO
La etapa experimental consisti6 de dos fases (I'y II), las cuales se ilustran en la

figura 3 .

DISENO EXPERIMENTAL

v

¢ Cinco peces para cada una de las peceras de 50 litros.

¢ Dos peceras son controles y dos son experimentales.

¢ Aereacion constante, cambio de agua y pesticida diario,

¢ Concentracion del pesticida: 1000, 5000 y 10,000 ppm.

¢ Medicién de parametros fisi icos : T°, pH, salinidad, ductividad eléctrica, % de saturacion de oxigeno,
axigeno disuello, cloruros y carbonatos.

La exposicion al pesticida fue por 3 dias en la concentracion de 1000 ppm.

¢ Laexposicion al pesticida fue al menos por 48 horas en las concentraciones 5000 y 10000 ppm.

v

DISECCION DE BRANQUIAS Y TRACTO DIGESTIVO

v v

*

¢ Cinco peces control y cinco experimentales ¢ Cinco peces control y cinco experimentales después de un
i di: después de Ia exposicio tiempo de recuperacién al menos 5 dias.

* La mitad de I branquia y tracto digestivo se trato con ¢  Lamitaddela branquia y tracto digestivo no se traté
colchicina y choque hip ico con una sloucion de KCI| colchicina ni chogue hipoténico con solucion de KCI (0.075
(0.075 M) para obtener el indice mitético. M) para obtener % de microniicleos.

v
Lcm."_ ion 1000 rpm/10 mi j
v

| Fijacién I acido acético metanol 1:3 I

Decantado y resuspension de boton celular; ceatrifugacion l
Fijacion T acido acético metanol 1:3 I

L Tincién Giemsa, secado con calor y anilisis microscopico-2000 células por pez l

Figura 3. Diagrama de flujo del disefio experimental.
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A) FASE I

La determinacién de la concentracion letal (Clsy consiste en establecer la
concentracion de una sustancia dada a la cual muere la mitad de los individuos en un
disefio experimental. Generalmente este parametro estd dado a las 48 horas de
exposicion a tal sustancia,

Para la realizacion de los experimentos de Clso se utilizaron 3 acuarios provistos
con aireacion constante y dentro de cada uno se colocaron 10 organismos. En la fase I
se probd una concentracién de 1000 ppm del biopesticida Bacillus thuringiensis var,
Aizawai, cuya presentacién en polvo es conocida comercialmente como Agree y es
elaborado por Ciba-Geigy de México.

El experimento inici6 en Febrero de 1997 y terminé en Marzo del mismo afio. La
solucién de prueba se cambio cada 24 horas con el objeto de que la concentracion del
toxico fuese constante. En el acuario utilizado como testigo se utilizo solamente agua
potable.

En el experimento I el tiempo de exposicién sélo fue por tres dias (72 horas) que
es tiempo suficiente para determinar la Cls, y se tomaron datosa 1, 2, 3, 4, 5, 12, 24, 36,
48 y 72 horas. No obstante se continué con las evaluaciones hasta los 16 dias. Los datos
registrados fueron: nado erratico, nado hacia la superficie, hacinamiento, sobrevivencia

y muerte.

Durante el corrimiento del experimento se realizé la medicion de parametros
fisicoquimicos del agua utilizada en las peceras tanto en las experimentales como en log

testigos. Los parametros fisicoquimicos fueron: temperatura, salinidad, pH,
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conductividad eléctrica, porcentaje de saturacion de oxigeno, oxigeno disuelto, cloruros
y carbonatos.

Inmediatamente después del tiempo de exposicion al biopesticida, se disecaron
las branquias y tracto digestivo de los peces muertos, con el proposito de obtener células
epiteliales y evaluar el dafio genético. Se aplico el mismo procedimiento a los
organismos usados como testigos que no fueron expuestos al biopesticida. Este grupo de
organismos fue sacrificado por medio de una puncidn cerebral, previo a la diseccion.

Después del periodo de exposicién, a los peces sobrevivientes se les hizo un
recambio de agua y se les alimenté con comida comercial para peces, con el objeto de
observar la conducta ante el alimento. Se dej6 transcurrir un periodo de recuperacion de
15 dias con agua libre del biopesticida con el proposito de permitir que las células de los
tejidos de los peces repitieran varias veces su ciclo celular; de tal manera que se pudiera
evidenciar si ocurrié algin dafio genético manifestado como micronucleos en las células
interfasicas.

Una vez disecadas las branquias y tracto digestivo de los organismos
experimentales y testigos, se colocaron en una caja petri donde se seccioné cada organo
en partes iguales y enseguida se hizo un raspado celular usando un bisturi y agujas de
diseccion.

A la mitad del raspado epitelial de cada organo se le aplico un tratamiento con
colchicina al 1% por lo menos 1 hora, enseguida se agregd una solucién de KCl
(0.075M) incubandose por 30 minutos a 37° C; lo que permitié obtener células en
metafase para determinar el indice mitético celular. La otra mitad de la muestra no fue

tratada con colchicina, ni con KCl (0.075M), lo cual permitié evaluar el porcentaje de
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micronicleos. Posteriormente las muestras se traspasaron a tubos de ensaye y se
centrifugaron a 1000 rpm por diez minutos.

Una vez centrifugada las muestra, se le agrego el fijador (acido acético-metanol
1:3). De nuevo se centrifugaron a 1,000 rpm por diez minutos. Enseguida a los tubos se
les decant¢ el liquido sobrenadante, se agregd de nuevo fijador (acido acético-metanol 1;
3) para resuspender el boton celular y nuevamente se centrifugaron a 1000 rpm por diez
minutos hasta que el botén celular se tormé blanquecino. Cada una de los tubos se
rotularon debidamente, con su clave experimental, se colocaron en gradilla y se
almacenaron en refrigeracién a 10° C.

Para el analisis de dafio genético en nucleos interfisicos se utilizé el material
precipitado contenido en el boton celular, con el cual se hicieron preparaciones por
goteo y fijado a la flama. Enseguida se tifieron con colorante Giemsa al 2% preparado
con solucion amortiguadora de Sorensen y agua destilada en una proporcion 1:2:45

El anélisis microscopico consistié en la revision de 2,000 células por érgano y
por parametro, tales como la determinacion de microntcleos y el indice mitético para
cada pez. Las laminillas fijadas se examinaron bajo el microscopio éptico para efectuar
los conteos de frecuencia de micronucleos, células en metafase asi como otros
parametros indicadores de dafio genético entre los que se encuentran apoptosis,

cariorexis, heteropicnosis.

B) FASE II
En la FASE II se realizaron los mismos procedimientos que en la FASE I, con la

diferencia de que se probaron dos concentraciones: 5,00 y 10,000 ppm. Tal experimento
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se realizo el 16 de Octubre de 1997. No fue necesario hacer un recambio del biopesticida
en las peceras, puesto que en menos de 48 horas se obtuvo la CLsy para las dos

concentraciones de prueba.

VL6 ANALISIS DE RESULTADOS

Se utiliz6 la prueba de Kruskal-Wallis a un nivel de significancia del 5% (Mason
y Lind, 1993). Las hipétesis estadisticas fueron: Ho: todas las concentraciones a las que
se expusieron los peces provocan el mismo dafio genético. Ha: al menos uno de los

tratamientos experimentales fue diferente.
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VII. RESULTADOS

A) CONCENTRACION LETAL 50 (CLs)

Los resultados obtenidos de concentracién letal 50 (CLso) se observan en la
figura 4. Para la concentracién de 1,000 ppm en una de la réplica expuestas solamente
uno de los peces en el lote control, murié aproximadamente a las 190 horas de
exposicion. En la otra réplica control se tiene que ninguno de los peces murié.

Para la concentracion de 1,000 ppm en uno de los lotes experimentales se
observa que para las 48 horas no se obtiene una disminucién notable en la poblacién
experimental, por lo tanto no resulta una concentracion letal a las 48 horas, pero bien por
los efectos observados en cuanto a la conducta de los peces después del tiempo de
recuperacion, bien se pudiera considerar como una concentracién subletal para éstos
organismos, puesto que si existe un una caida poblacional en la grafica de sobrevivencia
que se observa claramente por la muerte de organismos a las 115, 130, 175 y 188 horas.
Para ésta misma concentracion en otro lote experimental, se observa algo similar, la
muerte de los organismos es a las 132, 288 y 385 horas.

Para la concentracion de 5,000 ppm se observa que antes de las 48 horas de
exposicién se muere la mitad de la poblacién experimental, por lo tanto resulta una

concentracion letal. Igual ocurre para la concentracién de 10,000 ppm.
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Figura 4. Concentracion letal 50 (LCs) en la tilapia Oreochromis aureus para las
concentraciones probadas de Bacillus thuringiensis var. aizawai a 1000,
5000y 10000 ppm.
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B) CALIFICACION DE BRANQUIAS DURANTE LA EXPOSICION

1) CALIFICACION DE LAS BRANQUIAS EN EXPERIMENTO I
Los resultados obtenidos para tal experimento se observan en la figura 5. Antes
de la exposicion, se observd que tanto los lotes experimentales como el control

presentaron valores de 1 en la mayoria de los organismos y el resto valores de 2 y 3.
1,2,3 Calificacion de las branquias

ol

Lote de peces experimentales Lote de peces control antes Lote de peces experimental  Lote de peces control después
antes de la exposicion. de la exposicion. después de la exposicion. de la exposicion

Figura 5. Calificacion de las branquias de Oreochromis aureus antes y después de la
exposicion al biopesticida Bacillus thuringiensis var. aizawai en el
experimento I a una concentraciéon de 1,000 ppm.
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Después de la exposicion, los valores de calificacion de la branquias fueron
mayores de 1 en el lote experimental, lo que significa que para la mayoria los
organismos la concentracion de 1,000 ppm tuvo un efecto en los peces del lote
experimental, puesto que los valores aumentaron una unidad por la exposicion al agente,

mientras que el lote control permanecié sin ningin cambio.

2) CALIFICACION DE LAS BRANQUIAS EN EXPERIMENTO II
Los resultados obtenidos para tal experimento se observan en la figura 6. Aqui se
observa que antes de la exposicién tanto los lotes experimentales como el control

presentaron valores de 1 para la mitad de los organismos y el resto presenté valores de 2

y 3.
1,2,3 Calificacién dc las branquias
< -
2
1
Lote de peces experimentale  Lote de peces control Lote de peces experimental Lote de peces control
antes de la exposicion antes de la exposicion  después de la exposicién después de la exposicion

Figura 6. Calificacion de las branquias . O. aureus antes y después de la exposicion al
biopesticida B. thuringiensis var. aizawai en el experimento I en las
concentraciones de 5,000 y 10,000 ppm.
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Después de la exposicion, los valores de calificacion de las branquias fueron
mayores de 1 en los lotes experimentales, lo cual indica que para la mayoria los
organismos las concentraciones de 5,000 y 10,000 ppm, tuvieron un efecto en los peces
de los lotes experimentales, puesto que los valores aumentaron por lo menos una unidad

por exposicion al agente, mientras que el lote control permanecié sin ningan cambio.
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Tabla 1. Comparacion de los porcentajes de heteropicnosis obtenidos en lotes controles
y experimentales, durante la exposicion y recuperacion, utilizando la prueba de

Kruskal-Wallis. Mn: microntcleos, tracto dig.: tracto digestivo.

Controles Vs Experimentales

Organo-parametro  Controles
Exposicion

EXp. VS rec 1000 ppm 5000 ppm 10,000 ppm
Branquia/Mitosis NDS  P=0.096 NDS P=0.126 SDS'  P=0.029 NDS P=0.078
Branquia/Mn NDS  P=0.946 NDS P=0911 NDS P=1.0 NDS P=0.291
Tracto dig./Mitosis NDS  P=0.177 NDS P=0.389 NDS P=1.0 NDS P=1.0
Tracto dig./Mn NDS P=1.0 NDS P=0.136 NDS P=1.0 NDS P=1.0

. Controles Vs Experimentales
Organo-parimetro Controles
Recuperacion

€Xp. Vs 1ec 1000 ppm 5000 ppm 10,000 ppm
Branquia/Mitosis SDS?  P=0.019 NDS P=0.317 NDS P=0.513 “
Branquia/Mn NDS  P=0.142 NDS P=1.0 SDS? P=0.050 *
Tracto dig./Mitosis SDS®  P=0.019 NDS P=1.0 NDS P=0.127 g
Tracto dig./Mn SDS®  P=0.019 NDS P=1.0 SDS’ P=0.037 *

* No se obtuvicron resultados, ya que todos los peces murieron antes de 48 horas.
NDS: No se obtuvieron diferencias significativas (0=0.05 y IGL)
SDS: Existen diferencias significativas (¢=0.05 y 1GL). Ver anexo para explicaciéon del exponente.
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Tabla 2. Comparacion de los porcentajes de indice mitotico obtenidos en lotes controles
y experimentales, durante la exposicién y recuperacion, utilizando la prueba de

Kruskal-Wallis. Mn: micronucleos, tracto dig.: tracto digestivo.

Controles Vs Experimentales

()rgano—parﬁmctro Controles
Exposicion

EXP. VS rec 1000 ppm 5000 ppm 10,000 ppm
Branquia/Mitosis NDS  P=0.320 NDS P=00916 NDS P=0.561 NDS P=0.849
Branquia/Mn NDS  P=0.676 NDS P=0.590 NDS P=0.461 SDs* P=0.008
Tracto dig./Mitosis NDS P=0.211 NDS P=0.317 NDS P=0.094 NDS P=1.0
Tracto dig./Mn NDS  P=0.200 NDS P=1.0 NDS P=0.094 SDS’ P=0.037
] Controles Vs Experimentales
Organo-parametro  Controles

Recuperacion

€Xp. Vs 1ec 1000 ppm 5000 ppm 10,000 ppm
Branquia/Mitosis NDS  P=0.248 SDS’ P=0.047 NDS P=0.487 *
Branquia/Mn NDS  P=0.248 NDS P=0.131 NDS P=0.817 X
Tracto dig./Mitosis NDS  P=0.078 NDS P=1.0 NDS P=0.487 A
Tracto dig./Mn NDS P=0.386 NDS P=0.317 NDS P=0.317 %

* No se obtuvieron resultados, ya que todos los peces murieron antes de 48 horas.
NDS: No se obtuvieron diferencias significativas (¢=0.05 y 1GL)
SDS: Existen diferencias significativas (¢=0.05 y 1GL). Ver anexo para explicacion del exponente.
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Tabla 3. Comparacion de los porcentajes de micronucleos obtenidos en lotes controles y
experimentales, durante la exposicion y recuperacion, utilizando la prueba de

Kruskal-Wallis. Mn: microntcleos, tracto dig.: tracto digestivo.

Controles Vs Experimentales

Organo-parametro  Controles
Exposicion

€XP. VS 1€C 1000 ppm 5000 ppm 10,000 ppm
Branquia/Mitosis NDS P=0.906 NDS P=0.347 NDS P=0.180 NDS P=0.247
Branquia/Mn NDS  P=0.957 NDS  P=0.590 NDS P=0.539 NDS P=0.539
Tracto dig./Mitosis NDS  P=0.247 NDS  P=0.751 NDS P=0.264 NDS P=0.159
Tracto dig./Mn NDS  P=0.496 NDS P=0.126 NDS P=0.107 NDS P=0.187

) Controles Vs Experimentales
Organo-parametro Controles
Recuperacion

EXP. V§ TeC 1000 ppm 5000 ppm 10,000 ppm
Branquia/Mitosis NDS P=0480 NDS P=0.282 NDS P=0.441 *
Branquia/Mn NDS P=0480 NDS P=0.885 NDS P=0.513 *
Tracto dig./Mitosis NDS P=0.271 NDS P=0.131 NDS P=0.827 *
Tracto dig./Mn NDS P=0.558 NDS P=0317 NDS P=1.0 *

* No se obtuvieron resultados, ya que todos los peces murieron antes de 48 horas.

NDS: No se obtuvieron diferencias significativas (0=0.05 y 1GL)
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Tabla 4. Comparacion de los porcentajes de heteropicnosis registrados en las tres
concentraciones probadas durante la exposicion y recuperacion, utilizando la
prueba de Kruskal-Wallis. Mn: micronucleos, tracto dig.: tracto digestivo.

()rgﬂ no-parametro

Exposicion
Tratamientos

1000vs5000vs10.000 1000 vs 5000 1000 vs 10.000 5.000 vs 10,000
Branquia/Mitosis SDS"  P=0.043 Sps'  P=0.067 NDS P=214 SDS”  P=0.041
Branquia/Mn NDS  P=1.0 NDS P=1.0 NDS  P=0.979 NDS P=0.717
Tracto dig./Mitosis SDS"®  P=0.004 SDS'™  P=0.041 SDS'”  P=0.015 NDS P=1.0
Tracto dig./Mn NDS  P=0.070 NDS P=0.183 NDS P=1.0 NDS P=1.0
) Recuperacion
Organo-parametro Tratamientos

1000vs5000vs10.000 1000 vs 5000 1000 vs 10.000 5.000 vs 10.000

Branquia/Mitosis
Branquia/Mn
Tracto dig./Mitosis

Tracto dig./Mn

*

NDS P=0.038
NDS P=0.070
SDSY  P=0.018

SDS®  P=0.006

*

*

* No se obtuvieron resultados, ya que todos los peces murieron antes de 48 horas.
NDS: No se obtuvieron diferencias significativas (6=0.05 y 1GL)
SDS: Existen diferencias significativas (¢=0.05 y 1GL). Ver anexo para explicacién del exponente.
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Tabla 5. Comparacion de los porcentajes de indice mitdtico registrados en las tres
concentraciones probadas durante la exposicidn y recuperacion, utilizando la
prueba de Kruskal-Wallis. Mn: microntcleos, tracto dig.: tracto digestivo.

) Exposicion
Organo-parametro Tratamientos

1000vs5000vs10.000 1000 vs 5000 1000 vs 10,000 5,000 vs 10,000
Branquia/Mitosis NDS P=0.192 NDS P=0.512 NDS P=0.359 NDS P=1.0
Branquia/Mn NDS P=0.076 NDS P=0.888 NDS P=0.057 SDsS" P=0.029
Tracto dig./Mitosis SDS'™®  P=0.051 NDS P=0.175 NDS P=0.451 SDS? P=0.039
Tracto dig./Mn SDS™  P=0.028 SDS”  P=0.062 SDS™  P=0.031 NDS  P=0.073
. Recuperacion
Organo-parametro Tratamientos

Branquia/Mitosis
Branquia/Mn
Tracto dig./Mitosis

Tracto dig./Mn

NDS P=0.292
NDS P=0.541
NDS P=0.180

NDS P=0.685

* No se obtuvieron resultados, ya que todos los peces murieron antes de 48 horas.

NDS: No se obtuvieron diferencias significativas (¢=0.05 y 1GL)

SDS: Existen diferencias significativas (¢=0.05 y 1GL). Ver anexo para explicacion del exponente.
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Tabla 6. Comparacion de los porcentajes de micronticleos registrados en las tres
concentraciones probadas durante la exposicion y recuperacion, utilizando la

prueba de Kruskal-Wallis. Mn: micronticleos, tracto dig.: tracto digestivo.

Orga no-parametro

Exposicion
Tratamientos

1000vs5000vs10.,000 1000 vs 5000 1000 vs 10,000 5.000 vs 10,000
Branquia/Mitosis NDS P=0.170 NDS P=0.685 NDS P=0315 NDS P=0.565
Branquia/Mn NDS  P=1.0 NDS P=1.0 NDS P=1.0 NDS P=0.588
Tracto dig./Mitosis SDS®  P=0.011 SDS?!'  P=0.063 NDS P=0.448 NDS P=0.448
Tracto dig./Mn NDS  P=20 NDS P=0.172 NDS P=0.284 NDS P=0.280
) Recuperacion
Organo-parametro Tratamientos

1000vs5000vs10.,000 1000 vs 5000 1000 vs 10,000 5,000 vs 10.000

Branquia/Mitosis
Branquia/Mn
Tracto dig./Mitosis

Tracto dig./Mn

*

NDS P=0.356
NDS P=1.0

NDS P=0.168
NDS P=0.105

*

*

* No se obtuvieron resultados, ya que todos los peces murieron antes de 48 horas.
NDS: No se obtuvieron diferencias significativas (¢=0.05y 1GL)
SDS: Existen diferencias significativas (¢=0.05 y 1GL). Ver anexo para explicacion del exponente.
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Tabla 7. Comparacion de los porcentajes de heteropicnosis de tratamientos de
exposicion y recuperacion, utilizando la prueba de Kruskal-Wallis. Mn:

microntcleos.
Organo-parimetro Exposicion vs. Recuperacion
1,000 ppm 5,000 ppm 10,000 ppm
Branquia/Mitosis NDS P=0.537 SDS* P=0.040 *
Branquia/Mn NDS P=1.0 SDS¥ P=0..036 *
Tracto digestivo/Mitosis ~ SDS*! P=0.058 SDS* P=0.012 *
Tracto digestivo/Mn NDS P=0.183 SDS™ P=0.06 *

* No se obtuvieron resultados, ya que todos los peces murieron antes de 48 horas.
NDS: No se obtuvieron diferencias significativas (¢=0.05 y 1GL)
SDS: Existen diferencias significativas (a=0.05 y 1GL). Ver anexo para explicacién del exponente.

Tabla 8. Comparacién de los porcentajes de indice mitético en tratamientos de
exposicion y recuperacion, utilizando la prueba de Kruskal-Wallis. Mn:

micronucleos.
Organo-parimetro Exposicion vs. Recuperacion
1,000 ppm 5,000 ppm 10,000 ppm
Branquia/Mitosis NDS P=0.186 NDS P=1.0 ¥
Branquia/Mn NDS P=0.164 NDS P=0.684 *
Tracto digestivo/Mitosis NDS P=0.623 NDS P=0.322 ¥
Tracto digestivo/Mn NDS P=0.453 NDS P=0.280 4

* No se obtuvieron resultados, ya que todos los peces murieron antes de 48 horas.
NDS: No se obtuvieron diferencias significativas (0=0.05 y 1GL)
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Tabla 9. Comparacion de los porcentajes de microniicleos en tratamientos de exposicion
y recuperacion, utilizando la prueba de Kruskal-Wallis. Mn: micronucleos,
tracto dig.: tracto digestivo.

Organo-parametro

Exposicion vs. Recuperacion

Concentracion 1,000 ppm 5,000 ppm 10,000 ppm
Branquia/Mitosis NDS P=0.348 NDS P=0.190 -
Branquia/Mn NDS P=1.0 NDS P=0.617 *
Tracto dig./Mitosis NDS P=0.892 SDS* P=0.050 *
Tracto dig./Mn NDS P=0.291 NDS P=0.272 *

* No sc obtuvieron resultados, ya que todos los peces murieron antes de 48 horas.
NDS: No se obtuvieron diferencias significativas (a=0.05 y 1GL)
SDS: Existen diferencias significativas (¢=0.05 y 1GL). Ver anexo para explicacion del exponente.

Tabla 10. Comparacién de los porcentajes de heteropicnosis, de tratamientos de
exposicion, recuperacion, exposicién versus recuperacion y oOrgano-
parametro, utilizando la prueba de Kruskal-Wallis. Mn: micronucleos, tracto

dig.: tracto digestivo.
Tratamiento  Organo- parimetro 1,000 ppm 5,000 ppm 10,000 ppm
Exposicion Branquias/Mitosis NDS P=0427 SDS” P=0.024 SDS” P=0012
Vs
Tracto dig./Mitosis
Exposicién Branquias/Mn NDS P=0.483 NDS P=0.238 SDS* P=0.025
Vs
Tracto dig./Mn
Recuperacion Branquias/Mitosis NDS P=0.531 NDS P=0.108 *
Vs
Tracto dig./Mitosis
Recuperaciéon Branquias/Mn NDS P=0.741 SDS* P=0.040 %
Vs
Tracto dig./Mn
Exposicion Branquias/Mitosis NDS P=0375 SDS® P=0.049 ¥
Vs Vs
recuperacion Tracto dig./Mitosis
Exposicién Branquias/Mn NDS P=0.218 NDS P=0.157 .
Vs Vs
recuperacion Tracto dig./Mn

* No se obtuvieron resultados, ya que todos los peces murieron antes de 48 horas.

NDS: No se obtuvieron diferencias significativas (0=0.05 y 1GL)

SDS: Existen diferencias significativas (¢=0.05 y 1GL). Ver anexo para explicacion del exponente.
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Tabla 11. Comparacion de los porcentajes de indice mitdtico de tratamientos de

exposicion, recuperacion, exposicion versus recuperacion y oOrgano-
parametro, utilizando la prueba de Kruskal-Wallis. Mn: micronucleos, tracto
dig.: tracto digestivo.

Tratamiento  Organo- parametro 1,000 ppm 5,000 ppm 10,000 ppm
Exposicion Branquia/Mitosis SDS™  P=0.060 NDS  P=0419 NDS P=0.141
Vs
Tracto dig./Mitosis
Exposicion Branquia/Mn NDS  P=0.118 NDS  P=0.086 SDS* P=0.004
Vs
Tracto dig./Mn
Recuperacién Branquia/Mitosis SDS*  P=0.021 NDS  P=0.748
Vs 2
Tracto dig./Mitosis
Recuperacion Branquia/Mn NDS P=0.375 NDS P=0.698 %
Vs
Tracto dig./Mn
Exposicion Branquia/Mitosis SDS  P=0.056 NDS P=1.0 *
vs Vs
recuperacion Tracto dig./Mitosis
Exposicion Branquia/Mn NDS P=0.234 NDS P=0.114 *
Vs Vs
recuperacion Tracto dig./Mn

* No sc obtuvieron resultados, ya que todos los peces murieron antes de 48 horas.
NDS: No se obtuvieron diferencias significativas (¢=0.05 y 1GL)
SDS: Existen diferencias significativas (¢=0.05 y 1GL). Ver anexo para explicacion del exponente.
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Tabla 12. Comparacion de los porcentajes de micronticleos en tratamientos de

exposicion, recuperacion, exposicion versus recuperacion y Organo-
parametro, utilizando la prueba de Kruskal-Wallis. Mn: micronucleos,
tracto dig.: tracto digestivo.

Tratamiento Organo- 1,000 ppm 5,000 ppm 10,000 ppm
parametro
Exposicion Branquia/Mitosis ~ NDS  P=0.914 NDS  P=0.117  SDS*® P=0.051
Vs
Tracto dig./Mitosis
Exposicion Branquia/Mn NDS P=0.430 NDS  P=0.345 NDS  P=0.232
Vs
Tracto dig./Mn
Recuperacion Branquia/Mitosis NDS  P=0.281 NDS  P=1.0 *
Vs
Tracto dig./Mitosis *
Recuperacion Branquia/Mn NDS P=0.160 NDS  P=0.800
Vs *
Tracto dig./Mn
Exposicion vs Branquia/Mitosis NDS  P=0.085 NDS  P=0.204 &
recuperacion Vs
Tracto dig./Mitosis
Exposicion vs Branquia/Mn NDS P=0.308 NDS  P=0.494
recuperacion Vs
Tracto dig./Mn

* No se obtuvieron resultados, ya que todos los peces murieron antes de 48 horas.

NDS: No se obtuvieron diferencias significativas (¢=0.05 y 1GL)

SDS: Existen diferencias significativas (¢=0.05 y 1GL). Ver anexo para explicacion del exponente.
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D) PARAMETROS FISICOQUIMICOS DEL AGUA

TEMPERATURA

Durante el experimento I, la temperatura promedio fue de 17° C (Fig. 7),
mientras que en el experimento II fue de 24 °C (Fig. 8). Estas diferencias se debieron a
las fechas en que se realizaron los experimentos, el primero durante el invierno y el
segundo durante el otofio. El agua utilizada en los experimentos fue abastecida por la
red de agua publica, por lo tanto presenta variaciones estacionales, lo que no afecta

directamente a los peces puesto que pueden soportar un amplio rango de temperatura.

pH

La figura 9 muestra los valores de pH registrados durante el experimento L se
observa una variacion desde las 7 a 9 unidades de pH, mientras que en el experimento II,
pH promedio fue de 9. Estas diferencias se debieron a las variaciones estacionales en la
calidad del agua abastecida por la red de agua publica. Esta variaciéon no afecta
notablemente a los peces puesto que pueden soportar un amplio rango de parametros

fisicoquimicos tales como el pH.



25

21

Temperatura C

24 4

234

20

A\\g./"‘_—:_%—n

26FebS7 27Feb97 6Mz0.97 TMz0.97
Fechade medkcién

——CTRL
25— LOTEA 1000 PPM

LOTE B 1000 PPM

47

Figura 7. Valores de temperatura registrados en el experimento I durante Ia exposicion
de la tilapia O. aureus al biopesticida B. thuringiensis var. aizawai a una

concentracion de 1,000 ppm.
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Figura 8. Valores de temperatura registrados en el experimento II, durante la exposicién
de la tilapia O. aureus al biopesticida B. thuringiensis var. aizawai en las

concentraciones de 5,000 y 10,000 ppm.
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Figura 9. Valores de pH registrados durante el experimento I durante la exposicién de la
tilapia O. aureus al biopesticida B. thuringiensis var. aizawai a una
concentracion de 1,000 ppm.
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Figura 10. Valores de pH registrados durante el experimento II durante la exposicion de
la tilapia O. aureus al biopesticida B. thuringiensis var. aizawai. a una
concentracién de 5,000 y 10,000 ppm.
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OXIGENO DISUELTO

Las concentraciones de oxigeno disuelto registradas en el experimento I fueron
muy diferentes (Fig. 11). La segunda y cuarta medicion coinciden con los dias que se
realizd un recambio de agua del agente de prueba y el agua de los acuarios. La baja
concentracion de oxigeno en tales mediciones puedo ser ocasionada por el elevado

consumo de oxigeno de los peces expuestos al agente experimental.

La concentraciéon promedio de oxigeno disuelto fue de 10 mg/l durante el
esperimento II (Fig. 12). Tal concentracion fue alta posiblemente debido a que este
experimento se realizo en la estacion de otofio, cuando el agua de la red publica tiene
una mayor cantidad de oxigeno disuelto. Las variaciones en la concentracion de oxigeno
no representan un factor que afecte notablemente la fisiologia de estos peces, puesto que

resisten bajas concentraciones de oxigeno disuelto en el agua.

SALINIDAD

En la primera mediciéon todos los acuarios presentaron un mismo valor de
salinidad, aunque después de hacer los recambios del agente y agua de los acuarios,
estos valores variaron notablemente tanto en los acuarios testigos como en los
experimentales (Fig. 13 y 14). Esto quiza se debi6 a la misma variacion interindividual
de los organismos dentro de cada pecera, ademas también puedo ser que la variaciones
estacionales en la calidad del agua fueran las causantes de tales variaciones en la

mediciones. Las variaciones en la concentracion de salinidad no representan un factor
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que afecte notablemente la fisiologia de estos peces, puesto que resisten condiciones

salobres (rango tolerable para la especie).
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Figura 11. Valores de Oxigeno disuelto registrados durante el experimento I durante la
exposicion de la tilapia O. aureus al biopesticida B. thuringiensis var.
aizawai. a una concentracion de 1,000 ppm.
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Figura 12. Valores de Oxigeno disuelto registrados durante el experimento II durante la
exposicion de la tilapia O. aureus al biopesticida B. thuringiensis var.
aizawai. a una concentracion de 5,000 y 10,000 ppm.
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Figura 13. Valores de salinidad durante el experimento I durante la exposicion de la
tilapia O. aureus al biopesticida B. thuringiensis var. aizawai. a una
concentracion de 1,000 ppm.
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Figura 14. Valores de salinidad durante el experimento II durante la exposicion de la
tilapia O. aureus al biopesticida B. thuringiensis var. aizawai. a una
concentracion de 5,000 y 10,000 ppm.
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TOTAL DE SOLIDOS DISUELTOS

Ocurre un efecto semejante a lo que se observo en salinidad. En la primera y
tercera medicion, los valores del total de sélidos disueltos son muy semejantes, mientras
que en la segunda y cuarta medicion todos los valores fueron radicalmente diferentes
(Fig. 15 y 16). La variaciones en la concentracion del total de solidos disueltos no
representan un factor que afecte notablemente la fisiologia de estos peces, puesto

resisten condiciones adversas como estas.

CONDUCTIVIDAD ELECTRICA

Las primeras tres mediciones de conductividad eléctrica en el experimento I
fueron similares, a excepcion de un valor en la segunda medicion en un acuario control
(Fig. 17). En la ultima mediciéon, la mayoria de los acuarios presentaron valores
cercanos a la unidad, lo que significa que el agua contiene gran cantidad de iones lo que
la hace una buena conductora de electricidad. Las variaciones en los valores pueden
deberse a las variaciones estacionales en la calidad del agua abastecida por la red de
agua publica.

Los valores de conductividad eléctrica en el experimento II fueron semejantes a
los del experimento Iy oscilaron en un rango de 0.4 a 1.1 (Fig. 18). Tal variaciéon pudo
deberse a las variaciones estacionales en la calidad del agua abastecida por la red de

agua publica, o bien a la liberacion de sustancias de desecho por los peces.
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Figura 15. Valores del total de s6lidos disueltos registrados en el experimento I durante
la exposicion de la tilapia O. aureus al biopesticida B. thuringiensis var.
aizawai. a una concentracion de 1,000 ppm.
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Figura 16. Valores del total de sélidos disueltos registrados en el experimento II durante
la exposicion de la tilapia O. aureus al biopesticida B. thuringiensis var.
aizawai. a una concentracion de 5,000 y 10,000 ppm.
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Figura 17. Valores de conductividad eléctrica registrado en el experimento I durante la
exposicion de la tilapia O. aureus al biopesticida B. thuringiensis var.
aizawai. a una concentracion de 1,000 ppm.
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Figura 18. Valores de conductividad eléctrica registrado en el experimento IL. durante la
exposicion de la tilapia O. aureus al biopesticida B. thuringiensis var.
aizawai. a una concentraciéon de 5,000 y 10,000 ppm.
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CLORUROS

Los valores de cloruros registrados durante el experimento I y II fueron muy
semejantes y se mantuvieron dentro de un rango de 0.005-0.02 ppm, a excepcion de la
tercera medicion en el experimento I con valores desde 0.005 y cercanos a 0.025 ppm
(Fig. 19y 20). Las variaciones en los valores de cloruros pudieron deberse a los cambios
estacionales en la calidad del agua abastecida por la red de agua publica. Tales valores

se encuentran dentro del rango tolerable para la tilapia.

CARBONATOS

Los valores de carbonatos registrados durante el experimento Iy II fueron muy
semejantes y estuvieron en un rango de 60-100 ppm (Fig. 21 y 22). Las variaciones en
los valores de carbonatos puedieron deberse a los cambios estacionales en la calidad del
agua abastecida por la red de agua publica. Tales valores se encuentran dentro del rango

tolerable para la tilapia.
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Figura 19. Valores registrados para cloruros en el experimento I. durante la exposicion
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de la tilapia O. aureus al biopesticida B. thuringiensis var. aizawai. a una
concentracion de 1,000 ppm.

Figura 20. Valores registrados para cloruros en el experimento I durante la exposicion

de la tilapia O. aureus al biopesticida B. thuringiensis var. aizawai. a una
concentracion de 1,000 ppm.
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Figura 21. Valores registrados de carbonatos el experimento I durante la exposicion de
la tilapia O. aureus al biopesticida B. thuringiensis var. aizawai. a una
concentracion de 1,000 ppm.
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Figura 22. Valores registrados de carbonatos el experimento II durante la exposicién de
la tilapia O. aureus al biopesticida B. thuringiensis var. aizawai. a una
concentracién de 5,000 y 10,000 ppm.
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VIIL DISCUSION

El insecticida bacterial Bacillus thuringiensis es ampliamente aceptado por su
gran compatibilidad ambiental, mucho mas que otros insecticidas quimicos. El serotipo
Bacillus thuringiensis var. kurstaki es ampliamente usado en el control de insectos y
plagas desfoliadores (lepidopteros) de los bosques. Regularmente es aplicado en grandes
extensiones forestales, pudiendo contaminar el cauce de los rios y zonas riparias y
representar un riesgo directo para los organismos acuaticos. Se ha estudiado
ampliamente el impacto que representa la aplicacion de otro serotipo del biopesticida
Bacillus thuringiensis var. israelensis, especifico para control de plagas como la mosca
negra y mosquitos (dipteros), en ambientes acuaticos donde los organismo no son blanco
de accion del plaguicida. En contraste, son pocos los reportes de los efectos en
invertebrados acuaticos de la utilizacion de B.1. var. Kurstaki, utilizado para el control de
plagas en bosques. La mayoria de tales estudios son bioensayos estaticos (Kreutzweiser
etal., 1992).

Otro serotipo ampliamente aceptado para el control biolégico de plagas en
cultivos agricolas es el Bacillus thuringiensis var. Aizawai. Este serotipo también es
aplicado en grandes extensiones de zonas agricolas, con las mismas posibles
implicaciones de riesgo para la vida de los organismos que no son el blanco de accidn al
momento de aplicar tratamientos para el control biolégico de plagas agricolas
(comunicacién personal, Epigmenio Romero, 1996).

Gaygler y Finney (1982) mencionan una alta especificidad toxica para el control
de dipteros como la mosca negra utilizando Bacillus thuringiensis var. israelensis

(serotipo 14), ya que resulta inofensivo para otros insectos (lepidopteros). En
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experimentos de campo se ha demostrado la alta eficacia del biopesticida para etapas
larvales de dipteros, en rios con aguas de temperatura calida y con descarga lenta
preferentemente, sin embargo también en efluentes con descarga rapida se han obtenido
buenos resultados. Si bien algunos estudios de campo indican que la bacteria puede ser
inocua para los organismos no blanco del ambiente acuatico, se debe realizar mas
estudios que permitan avaluar los efectos directos e indirectos de los tratamientos en el
ambiente acuatico y ripario, asi como también los relacionados con la toxicidad de la
formulacion, concentracion, tiempo de exposicion, persistencia residual, sustancias
inertes de la formulacién como el xileno, el cual es indeseable en los ambientes
acuaticos. La informacion generada apoyard el uso de Bacillus thuringiensis y la
consideracion de catalogarlo como el mejor biopesticida para el control biolégico de
plagas.

Un punto importante a considerar relativo a la toxicidad de B.t. es la estrecha
relacion taxonémica con B. cereus, pues éste se ha reportado recientemente como agente
causal de enfermedades gastrointestinales. Mediante técnicas moleculares se ha
demostrado que algunas variedades de B.t. producen enterotoxinas y que comparten el
mismo tipo de genes responsables de la toxicidad de B. cereus (Bjame et al., 2001).

Siegel (2001), publica una revision histérica de la seguridad de insecticidas a
base de B.t. para mamiferos, en base resultados obtenidos en numerosos estudios de
campo y laboratorio, concluye que tales productos no son infecciosos y solamente son
toxicos para mamiferos a dosis de 108 unidades formadoras de colonias (cfu) en ratones
(para humanos en base a peso se requieren >1011 cfi). No existe ningin caso de

infeccion en humanos desde 1997, en ese afio una persona que presentaba quemaduras y
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ampulas lo predispusieron a una infeccidn, por lo que fue considerado un caso solamente
de contaminacion. Por lo tanto los productos de B.z. son considerados como no nocivos
para la salud y ademas como un excelente pesticida. No obstante, la gran cantidad de
recientes investigaciones estan ampliando el rango de accion en el que B.~. puede ser
usado, ya que estd comprobado que existen variedades con actividad probada contra
moscas, lepidopteros, coledpteros, hymendpteros, acaros y nematodos, entre otros. Por
su alta especificidad, compatibilidad ambiental y facil produccidn, los bioinsectidas a
base de B.1. han tenido una amplia comercializacion y aceptacién mundial. No obstante,
debido a la gran cantidad de productos existentes de B.r., utilizados para control
biolégico de plagas, deben considerarse los riesgos del surgimiento de plagas resistentes
(Feiltson ef al., 1992). Ademas, se deben realizar mas estudios de la actividad de B.z. y
sus interacciones con otros organismos al aplicarse en tratamientos para el control
biologico de plagas, puesto que la actividad especifica de las diferentes variedades de
B.1. con las plagas blanco son bien conocidas, asi como su potencial para aplicaciones en
la generacion de productos transgénicos, en cambio, lo que se conoce de su ecologia es
minimo (Lambert y Peferoen, 1992).

Se han realizado bioensayos estaticos y de campo relativos a la efectividad y
toxicidad de B.t. en plagas especificas y organismos no blanco, de bosques, rios y
cultivos agricolas, (Kreutzweiser ef al, 1992; Gaugler y Finney, 1992; Richardson et al.,
1994; Tousignant ef al., 1993). También se ha evaluado la efectividad, transporte,
persistencia, cambios en la composicién de la biodiversidad de invertebrados en las
comunidades acuaticos después de aplicar B.t. (Jackson ef al., 1994), valoracién de

nuevos potenciales de uso de B.t. como acaricida, nematicida, etc, (Meadows, ef al.,
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1990; Hoy y Ouyang, 1987). Ademas, se publican constantemente resultados de
investigaciones relativos a la composicién y caracterizaciéon molecular de las toxinas
producidas por B.% y sobre las implicaciones de manejo para la produccién de productos
transgénicos. En cambio, los estudios de toxicidad relacionados con los efectos letales,
subletales, cronicos y dafio genético por exposicion a B.f. en macroinvertebrados de
ambientes acuaticos (Fortin et al., 1986, Wipﬂi et al, 1994; Undeem et al., 1987,
Brown, 1998) asi como lo reportado en mamiferos (Siegel et al., 1987; Siegel, 2001),
son minimos.

Si bien el uso de B.1. en el control bioldgico de plagas es ampliamente aceptado,
se considera que su uso ha sido lento, por los posibles efectos deletereos en especies no
blanco de las estructuras de las cadenas tréficas y pesquerias en los ambientes acuaticos
en donde se ha aplicado (Lacey y Mulla 1990 en Wipfli et al., 1994). Pocos estudios han
investigado la toxicidad de B.t. var. israelensis en peces. Lo mismo ocurre para estudios
indirectos (efectos en cadenas tréficas) de la interaccion de insectos como la mosca
negra que es un componente alimenticio de y otros organismos acuaticos (Davies
1981,1991; Crosskey, 1991).

Fortin ef al. (1986) mencionan que la exposicion de una formulacién liquida de
B. thuringiensis var. israelensis utilizado como control biolégico para la mosca negra, en
concentraciones de 4,500 y 6,000 ppm aplicado en juveniles de trucha Salvelinus
Jontinalis causé una mortalidad de 20 y 86.4% respectivamente en 45 minutos. A
concentraciones mayores de 3,000 ppm se aprecia un decremento en la movilidad,
seguida de periodos de recuperacién, dependiendo de la concentracién, por lo que

clasificaron tal efecto como subletal. Al parecer los juveniles de trucha Salvelinus
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fontinalis son muy susceptibles a altas dosis de B.r. var. israelensis. Por analisis
complementarios de cromatografia de gases encontraron un 2% de xileno en la
formulaciéon. También probaron B.t var. israelensis liofilizado por 48 horas, a
concentraciones de 60 ppm y a 300 ppm, sin encontrar mortalidad, por lo que sospechan
y atribuyen la mortalidad a componentes inertes como el xileno e hidrocarburos
aromaticos monociclicos de la formulacion, mas que a las esporas del B..

Wipfli et al. (1994) publica un estudio de toxicidad en mosca negra (Cnephias
dacotensis) alimentadas con B.t. var. Israelensis, y larvas (82 mm de largo) de la trucha
de arroyo (S. fontanelis ), trucha café (Salmo trutta) y trucha plateada (Oncorhynchus
mykiss) expuestas de forma directa e indirecta al biopesticida. La mortalidad de las tres
truchas estudiadas en condiciones de laboratorio y expuestas a B.t. var. israelensis,
aumento solo ante dosis iguales o mayores a 12,000 veces la dosis recomendada para
usarse en el campo. No existen diferencias en mortalidad al alimentar alevines de los tres
tipos de truchas con el agente desnaturalizado en autoclave y aplicado sin desnaturalizar,
lo que indica que la muerte puede ser producida por los componentes inertes y no por la
patogenicidad de las toxinas del B.t var. israelensis. En 48 horas se obtiene la curva de
concentracion letal 50 (LCso) para los alevines de trucha de arroyo y de trucha café en
un rango de concentraciéon de 1561-2321 ppm utilizando el agente desnaturalizado en
autoclave y sin desnaturalizar. Microfotografias obtenidas por microscopia electronica
muestran la acumulacion de particulas y mucus en la supetficies de las branquias
expuestas por 4 horas a una concentracion de 2,000 ppm.. Los niveles de oxigeno y
diéxido de carbono en la sangre de los peces que fueron expuestos y no expuestos a B.z.

var. Israelensis (2,000 ppm durante 4 h) fueron similares. Alevines de trucha café (43
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mm de largo) alimentados en exceso con larvas vivas y muertas de Cnephias dacotensis,
las que fueron a su vez alimentadas con B.1. var. israelensis, presentaron semejante
mortalidad y tasa de crecimiento después de 30 dias de la exposicion al biopesticida.

En este mismo estudio hace referencia a un estudio realizado por Snarki (1990).
donde la mortalidad para el pececillo cebo Pimephales promelas es atribuida al
agotamiento de oxigeno, debido a la formulacion de los ingredientes de B.z var.
israelensis mas que por la toxicidad de las esporas.

Merrit et al. (1989) describe que no existe un cambio significativo en el nimero
de peces después de la aplicacion de B.r var. israelensis en el rio Michigan, en
experimentos a corto plazo. La mayoria de las especies de peces presentaban una pobre
abundancia poblacional, por lo que resulta poco factible detectar cambios en las
poblaciones. También se estudiaron los habitos alimenticios de S. fontanelis y el
esculpinido Cottus cognatus, los que no fueron afectados por B.f var. israelensis (Gibbs
etal., 1986).

De las tres concentraciones probadas en el presente estudio, la de 1,000 ppm no
represento una concentracion letal pues los organismos experimentales no se murieron
después de 48 horas de exposicion; sin embargo, tal concentracién se pudiera considerar
como subletal puesto que se observé mortalidad de los peces conforme transcurrié el
tiempo de exposicion al insecticida (Fig. 4). Conforme se incrementé la concentracién
del insecticida (5,000 y 10,000 ppm), se observé que el efecto fue letal, presentandose a
las 48 hrs de exposicion la muerte de la mitad de la poblacién experimental para la
concentracion de 5,000 ppm y muerte total e inmediata para la concentracion de 10,000

ppm. Los resultados obtenidos coinciden con algunos de las investigaciones antes
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mencionadas para toxicidad de B.1. en peces (Wipfli et al., 1994 y Fortin et al., 1986).
La tilapia Oreochromis aureus es susceptible a mortalidad, exponiéndola a
concentraciones mayores de 5000 ppm de B.t. var. aizawai. La toxicidad de los
productos a base de B.1. quiza debiera reconsiderarse debido a resultados obtenidos en
investigaciones de peces expuestos a productos a base de B.t, puesto que en algunas
ocasiones su toxicidad puede ser mayor a la reportada para pesticidas sintéticos. Por
ejemplo, Brown et al. (1998) compard la toxicidad aguda en el pez ojo azul del pacifico,
Pseudomiugil signifer con cinco pesticidas, dos organosfosforados (Pirimifosmetil y
temefos) y tres compuestos alternativos (B.t. var. israelensis, s-metopreno y
piriproxifeno), en proceso de licitacion en Australia. Pirimifosmetil resultd ser el
compuesto mas toxico, con una con una concentracion letal 50 (LCso) de 0.091 ppm (0.3
veces la concentracion efectiva de campo [EFC] a una profundidad de 15 cm). Temefos
tuvo una concentracion letal 50 (LCso) de 0.594 ppm (9.9 veces la dosis EFC). B.t. var.
israelensis y piriproxifeno tuvieron una concentracion letal de 50 (LCsp) de 6.1 x
10" (Unidades Internacionales de Toxicidad [477 veces EFC] ) y 0.854 ppm (106 veces
EFC), respectivamente. s-Metopreno fue el menos téxico, ya que no causé mortalidad
aun a 500 veces de su EFC.

Las branquias son la primera via de entrada para los hidrocarburos aromaticos
monociclicos en peces, los cuales son rapidamente depurados por el organismo. Sin
embargo, la capacidad de desintoxicacion puede ser excedida por la alta concentracion
del xenobiotico, lo que conlleva a su acumulacién en los organos y la consecuente

aparicion de sintomas de estrés fisiolégico, inmovilizacion, pérdida de equilibrio,
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movimientos operculares acelerados, nado erratico y hacia la superficie, etc. (Rudolph et
al., 2001).

La tilapia, Oreochromis aureus, evaluada en este trabajo después de ser expuesta
a tres concentracions de B.7, mostro diferentes patrones de nado (erratico, al fondo del
acuario o hacia la superficie) y pérdida del equilibrio, lo que indica un posible efecto en
la vejiga natatoria y en otros érganos vitales. Otros sintomas observados fueron:
movimientos operculares acelerados, inmovilidad, hacinamiento en el fondo y
finalmente la muerte de los organismos. Tales efectos de estrés son similares a los
reportados por Wipfli et al. (1994) y Fortin et al. (1986).

Con el fin de evaluar los posibles efectos por exposicion al pesticida, se realizo
una calificacion arbitraria de las branquias de acuerdo al patrén de coloracién de los
organismos control. Fue evidente el cambio de la coloracién conforme transcurrié el
tiempo de exposicion. El efecto causado por el insecticida se observé primeramente por
la aparicion de manchas blancas, lo que indica la presencia de organismos oportunistas
por la afectacion del sistema inmune. Seguido de esto, se observd un cambio de
coloracion que fue del rojo intenso a otro de color rojizo pardo hasta café, lo que indica
que se estaba produciendo una septicemia y degradaciéon gradual del tejido por
exposicion al agente toxico. Finalmente, se present6 la muerte del organismo seguida
por la necrosis de las branquias.

Con el proposito de conocer cual o cuales fueron los 6rganos internos lesionados
por la exposicion al bioinsecticida, se realiza diseccion de érganos blanco y posterior
analisis histologico, asi como el cultivo de bacterias recuperadas del inéculo, lo que es

utilizado para determinar la virulencia del agente. La muestra puede obtenerse en una
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escala de tiempo durante la experimentacion lo que permite determinar la ruta de
infeccion de la bacteria por 6rganos, grado de invasion bacteriano y ubicar los dafios
existentes a nivel histologico. Siegel et al. (1987) probaron la toxicidad e infectividad de
B.1. var. israelensis en ratas, ratones y conejos. La administracion oral y en aerosol no
provoco la muerte en ratas. Por inyeccion intraperitoneal aplicando una preparacién en
ratones sin timo provoco una muerte substancial (26/42), pero con una preparacion
diferente (inoculo esterilizado en autoclave) no se presenté mortalidad. El insecticida
microbiano puede permanecer hasta 7 semanas en el bazo, pero la multiplicacion
bacteriana no es evidente al menos en mamiferos. Al parecer las bacterias son
reconocidas por el hospedero como particulas extrafias. La aplicacion en polvo de B.r.
var. israelensis provoca minima irritacion ocular en conejos, en cambio aplicado en
pasta ocasiona severa conjuntivitis ocular. Dichos autores concluyen que B.. var.
israelensis no es virulento y no tiene poder invasivo en mamiferos.

Después de la exposicion con B.t. var aizawai, la tilapia, Oreochromis aureus ,
presenté sintomas muy similares en las branquias a lo reportado por Rudolph ef al.
(2001), quienes describieron los efectos a la exposicion de una fraccion de hidrocarburos
en la trucha Oncorhynchus mykiss. Ellos probaron una fraccién de hidrocarburos
considerada como contaminante, generada por la navegacion de barcos en un ambiente
marino. La composicion de la muestra estaba conformada principalmente por
compuestos aromaticos; 1,2,4 trimetilbenceno, 1-metil-3-(-1-metiletil)benceno, 2-
propilbenceno, 2-metilnaftaleno, 2,6-dimetilnaftaleno, 2-3-6-trimetil naftaleno, los que
han sido identificados como xenobidticos carcinogénicos, con la capacidad de disolver

los componentes de la membrana celular e incrementar la sensibilidad de los organismos
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de prueba a los contaminantes estudiados. Las concentraciones probadas para determinar
concentracion subletal fueron, control (0), 0.043, 0.070, 0.120, 0.230, 0.250, 0.430,
0870y 2 mg L " en 7, 18 y 30 dias de exposicion. Las observaciones macroscopicas
realizadas, para evaluar el dafio por la exposicidn, se basaron en los criterios propuestos
por la Comisién Internacional para la Exploracion del mar [ICES] (1986) y analisis
histolégico de higado, piel y branquias de todos los organismos expuestos. Uno de los
sintomas mas obvios fue la decoloracion de la branquias, en todos los tiempos probados
de exposiciéon, en comparacién con los controles, ademas se apreciaba una
desintegracion de sus filamentos, separacion del epitelio de la base lamelar, dafio de los
filamentos branquiales, las lamelas secundarias asociadas a hipertofia y telangiectasia
laminar. La marcada decoloracién de las branquias se acompaiié por deformaciones a
nivel microscépico. Flores (1992) atribuye tal decoloracion en las branquias de O.
mykiss a una reduccion en el consumo de oxigeno. Sin embargo, la deformacion antes
mencionada es atribuible al agente téxico ya que el sistema de experimentacion fue
suficientemente aireado, por lo que el autor descarta tal supuesto. Las observaciones de
la deformaciones a nivel microscopico parecen estar acompafiadas de interferencia de las
funciones fisiologicas de las branquias. A manera de conclusion mencionan que la
exposicion de O. mykiss a largo plazo a concentraciones subletales de hidrocarburos
puede ser deletereo para los organismos asi como también a periodos de altas
concentraciones de contaminantes. Estos reportes son semejantes a lo observado en este
trabajo. Tal vez el fendomeno de la decoloracion de las branquias es una respuesta
fisiologica generalizada en las branquias de peces a la exposicion de sustancias

xenobiodticas.
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Los métodos citogenéticos son probablemente los mas sensitivos y eficientes
para detectar los efectos de los agentes genotdxicos. Los peces son una excelente fuente
de material para estudio de mutdgenos y/o carcindgenos potenciales disponibles en los
cuerpos de agua, puesto que son los organismos vertebrados de los ambientes acuaticos
que pueden metabolizar, concentrar y almacenar los contaminantes en suspension (Al-
Sabti, 1991). Algunos efectos de los agentes genotdxicos actian en células tipo
especificas, por lo que se requiere aplicar técnicas especificas que permitan detectar
dafio en el DNA, caracteristicas de los cromosomas y fases del ciclo celular (Pandrangi
et al., 1995).

Por muchos afios los analisis quimicos fueron empleados para realizar estudios
de contaminantes en los ambientes acuaticos. Estas técnicas actualmente no pueden
detectar y cuantificar todos los contaminantes presentes en una muestra de agua.
Ademas los analisis quimicos no consideran fenémenos ambientales tales como
biodisponibilidad, bioacumulacion, sinergismo y antagonismo entre los diferentes tipos
de compuestos. Por esta razon muchas investigaciones de efectos de xenobidticos estan
basadas en bioensayos con organismos ya sea in vivo y/o in vitro. Se debe considerar
que para los estudios in vitro se debe hacer un extracto que concentre el agente a probar,
por lo cual se pueden modificar las propiedades originales, sin el conocimiento exacto
de los efectos de los contaminantes. Por lo cual la mejor forma de evaluar el efecto de
los contaminantes ambientales es utilizando bioensayos in vivo, los que ofrecen una
respuesta global de los efectos de todos los contaminantes en el medio donde se

encuentran (Djomo et al., 2000).
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Una de las mejores formas de evaluar el riesgo asociado a los contaminantes
ambientales es con bioensayos de genotoxicidad a corto plazo; tales como la prueba de
Ames, intercambio de cromatidas hermanas, prueba de micronticleos. Por ejemplo, entre
las diferentes metodologias para evaluar genotoxiciad, la prueba de micronicleos en
puntas de raices de Vicia faba es particularmente sensitiva a agentes mitoclasticos y
clastogénicos, los resultados son confiables, es relativamente sencilla y se requieren
condiciones minimas de laboratorio (Ohe et al., 1993; Sujburt et al., 1993; Gauthier et
al, 1994),

Mediante la comparacién de los tratamientos control contra los tratamientos
experimentales se observa que en la tilapia, O. aureus, el agente puede tener un efecto
mitogénico y citotoxico, tanto para niicleos interfasicos de células epiteliales de branquia
y tracto digestivo en las tres concentraciones probadas. Tal efecto es producido durante
la exposicion y puede perdurar después del tiempo de recuperacién, ademas el agente
probado puede inducir alteraciones en el material nuclear tal como la heteropicnosis que
es también considerada como dafio genético, (ver anexos para comparacién de
tratamientos controles contra experimentales). Cabe aclarar que si bien en la mayoria de
los casos en que se registran diferencias estadisticas significativas, no existié correlacién
entre las variables implicadas en el tratamiento y solo algunas tienen realmente
significancia biolégica. Sin embargo, los resultados evidencian que el agente probado
induce al dafio celular en concentraciones superiores a 1,000 ppm.

De la comparacion por cada concentracién probada como tratamiento, se tiene
que a semejanza del analisis anterior no existe una tendencia clara del efecto por

concentracion probada y parametro evaluado. Asi también el efecto del agente puede ser
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mitogénico y citotdxico asi como inductor de la heteropicnosis. Ademas el Bacillus
thuringiensis var. aizawai tiene un bajo efecto como clastogeno pues su efecto es
minimo en la induccién de microntcleos. Sin embargo, al comparar los tratamientos de
exposicion contra los tratamientos de recuperacion se observa que tal efecto puede ser
encubierto y queda de manifiesto en branquias al observar microntcleos atn después de
trascurrido el tiempo de recuperacion en agua limpia. Si bien los casos en que se aprecia
la induccioén para la formacion de microntcleos, son minimos, es posible considerar que
el B.1. var. aizawai tiene un leve efecto clastogénico.

En cuanto a los tratamientos de exposiciéon contra los de recuperaciéon por
organo, se observa que las células de tracto digestivo son mas sensibles al agente
probado que las de branquia, puesto que en las células de tracto digestivo no se detectan
mitosis en una concentracién de 5,000 ppm. También con esta comparacién se tiene que
el agente puede tener un efecto inductor de la heteropicnosis en branquia més que en
tracto digestivo en una concentracioén de 5,000 ppm.

En cuanto a los parametros fisicoquimicos del agua se tiene que no influenciaron
la evaluacion del dafio genético, a pesar de que se observaron variaciones entre las
mediciones hechas entre el experimento y en las diferentes fechas experimentales; esto
es debido a que la calidad del agua varia segiin la calidad estacional durante el afio o el

dia en el agua que es abastecida por la red publica de agua potable.
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IX. CONCLUSIONES

1. El uso de Bacillus thuringiensis var. aizawai como biopesticida agricola es
ampliamente aceptado a nivel mundial. Sin embargo, existe una estrecha relacion
entre Bacillus thuringiensis con otras especies del género Bacillus con alto
potencial toxico, que aun no han sido consideradas en estudios de los efectos
provocados al resto de los organismos no blanco que componen las cadenas troficas

en las que es incorporado cuando se aplica como control biologico de plagas.

2. Algunos productos a base de B.t., pueden resultar toxicos para una amplia variedad
de especies de insectos lepidopteros, también pueden resultar téxicos en

mamiferos.

3. Sibien el B.t. se considera como no toxico para la salud de humanos, se deben de

realizar mas estudios que sustenten tal supuesto.

4. Los estudios de los efectos toxicos y mutagénicos provocados por el B.t en
ambientes acuaticos, se reducen a unos cuantos. Igualmente los referentes a la
interaccion ecoldgica entre el pesticida y el resto de los organismos de las cadenas

troficas que no son el blanco de accidn del biopesticida.

5. La concentracion probada del agente a 1,000 ppm no es letal, pero si puede resultar

subletal conforme transcurre el tiempo de recuperacion.
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La concentracion probada del agente a 5,000 ppm es letal a las 48 horas de

exposicion.

La concentracion probada del agente a 10,000 ppm es letal. A las 48 horas de

exposicion resulta letal fulminante.

Todas las concentraciones probadas para el agente provocan efectos etiolégicos y
fisiolégicos al parecer en drganos internos, lo que conlleva a un detrimento en el

vigor de los peces y consecuentemente los puede conducir a la muerte.

Las branquias pueden considerarse como 6rganos indicadores del efecto fisiologico

pernicioso resultante a la exposicion al pesticida.

Al comprar el dafio genético en tratamientos control contra experimentales, y las
tres concentraciones probadas, no se observa un patrén o relaciéon por dosis-efecto
y parametro evaluado, ya que el agente puede tener un efecto mitogénico y
citotéxico tanto para nucleos interfasicos de células epiteliales en branquia e
intestino en las tres concentraciones probadas. Tal efecto es producido durante la
exposicion y puede perdurar después del tiempo de recuperacion, ademas el agente
probado puede inducir alteraciones en el material nuclear tal como la

heteropicnosis que es también considerada como dafio genético.
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11. Al evaluar el dafio genético los tratamientos de exposicion contra los tratamientos
de recuperacion, es manifiesto que el agente puede tener un efecto clastogénico que

es encubierto después de la exposicion, pero la presencia de tal dafio puede perdurar

aun después del tiempo de recuperacién en agua limpia.

12. Las células del tracto digestivo son mas sensibles al agente (efecto citotéxico)
probado que las de branquia, puesto que en las primeras no se detectan mitosis en
una concentracion de 5,000 ppm después de la exposicion. El agente puede tener un
efecto inductor de la ﬁeteropicnosis en branquia mas que en las de intestino en una

concentracion de 5,000 ppm.

13. Los parametros fisicoquimicos registrados durante la experimentacion no interfieren
en la evaluacion del dafio genético, a pesar de que se observaron variaciones entre
tales mediciones. Estas variaciones se debieron a los cambios estacionales en el

agua abastecida por la red publica de agua potable.
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Anexo

Interpretacién de diferencias significativas

TRATAMIENTOS CONTROLES VS EXPERIMENTALES

DS’ CTRL VS EXPERIMENTALES CONCENTRACION EXPOSICION
BRANQUIAS/MITOSIS 5,000 ppm HETEROPICNOSIS

Existen diferencias significativas, pero es debido a que el lote testigo presenta mayor numero de
heteropicnosis que el lote experimental, posiblemente esto ocurra en ¢l estado basal de tales células, sin que
el efecto observado sea ocasionado por el agente probado.

No efecto

DS* CONTROLES CTRL EXP. VS CTRL REC. RECUPERACION
BRANQUIAS/MITOSIS HETEROPICNOSIS

El efecto es provocado debido a que en la concentracién de 5,000 ppm después de la exposicion el lote
control tiene valores diferentes de cero y el lote experimental es igual a cero, mientras que en todos los
demds tratamientos comparados, tanto los lotes testigos como los experimentales son iguales a cero. Tal
condicion genera que existan diferencias significativas estadisticas, sin embargo no tienen una
significancia biologica. Por lo tanto es posible que la presencia de heteropicnosis sea una condicién normal
en las células, pues se observan en los lotes controles y no en experimentales. Por lo tanto el agente no
induce a la formacién de heteropicnosis.

No efecto

DS’  CTRL VS EXPERIMENTALES  CONCENTRACION RECUPERACION
BRANQUIAS/MITOSIS 1,000 ppm INDICE MITOTICO

Existen diferencias significativas debido a que el lote experimental después de un tiempo de recuperacion
presenta mayor nimero de mitosis, que el lote testigo que posee un valor de cero. Tal vez el agente posee
un efecto mitogénico, pues ain después de un tiempo de recuperacion, se esperaria encontrar valores
semejantes al lote control, sin embargo los valores son diferentes.

Si efecto

DS’ CTRL VS EXPERIMENTALES ~CONCENTRACION EXPOSICION
BRANQUIAS/MN 10,000 ppm INDICE MITOTICO

Existen diferencias significativas debido a que el lote experimental presenta valores de cero después de la
exposicion, lo que indica que las células no se estan dividiendo por lo tanto el agente puede ser que tenga
un poder citotéxico. puesto que las células han dejado de dividirse.

Si efecto

DS’  CTRL VS EXPERIMENTALES CONCENTRACION RECUPERACION
BRANQUIAS/MN 5,000 ppm HETEROPICNOSIS

Después del tiempo de recuperacion el nimero de heteropicnosis es mayor en el lote experimental que en
el testigo. El agente puede inducir a la heteropicnosis, o bien tal condicién puede ser normal en las células,
solo que después de la exposicién tal efecto se magnifica.

Si efecto
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DS°¢ CONTROLES CTRL EXP. VS CTRL REC. RECUPERACION
BRANQUIAS/MITOSIS HETEROPICNOSIS

Las diferencias significativas son debidas a que en la concentracién de 5,000 ppm, el lote control presenta
un valor significativamente mayor a cero y en todos los demés casos, los lotes controles y experimentales
ticnen valores de cero. Por lo tanto el efecto heteropicnético es normal en las células y no es un efecto

provocado por el agente.

No efecto

DS" CTRL VS EXPERIMENTALES CONCENTRACION EXPOSICION
TRACTO DIG./MN 10,000 ppm INDICE MITOTICO

El agente tiene un efecto citotoxico debido a que el lote testigo se aprecia divisiones mitéticas y en el lote

_experimental no.
Si efecto
DS® CONTROLES CTRL DE EXP. VS CTRL DE REC. RECUPERACION

HETEROPICNOSIS

Las diferencias significativas son debidas a que en la concentracion de 5,000 ppm el lote control tiene un
valor significativamente mayor a cero y en todos los demas casos los lotes controles y experimentales
tienen valores de cero. Por lo tanto el efecto heteropicnético es una condicién normal en el las céluas y no
es un efecto provocado por el agente.

No efecto

DS’ CTRL VS EXPERIMENTALES CONCENTRACION RECUPERACION
TRACTO DIG./MN 5,000 ppm HETEROPICNOSIS

Las diferencias significativas son debidas a que en la concentracion de 5,000 ppm el lote testigo tiene un
valor significativamente mayor a cero y en todos los demds casos los lotes controles y experimentales
tienen valores de cero. Por o tanto el efecto heteropicnético es normal en el las céluas y no es un efecto
_provocado por el agente.

No efecto
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COMPARACION ENTRE TRATAMIENTOS POR CONCENTRACION

DS™ COMPARACION DE TRATAMIENTOS 1,000 VS 5,000 RECUPERACION
TRACTO DIG./MN ppm HETEROPICNOSIS

Las diferencias son estadisticas, pero no biolégicas puesto que en la concentracion de 1000 ppm tanto en
lote testigo como experimentales, presenta valores de cero, en cambio en la concentracién de 5000 ppm el
lote testigo presenta valores diferentes de cero y el lote experimental presenta valores de cero. Al parecer
la presencia de heteropicnosis aparenta ser una condicién normal en células epiteliales de branquia y tracto
digestivo. De la comparacién de una concentracién en la que los valores obtenidos tiene valores de cero
contra contra que si tiene, se conluye que el agente no induce a la heteropicnosis .

No efecto

DS > COMPARACION DE TRATAMIENTOS 1,000, 5,000, 10,000  EXPOSICION
TRACTO DIG./MN ppm HETEROPICNOSIS

Las diferencias significativas son debidas a que en la concentrancién de 1,000 ppm los lotes testigos y
experimentales tienen valores diferentes de cero, en cambio en las concentraciones de 5000 y 10,000 ppm
tanto el lote testigo como el experimental son igual a cero, por lo tanto en todas las comparaciones (15,16 )
presentan diferencias significativas y en 17 no existen. Al parecer la concentracién de 1,000 ppm tiene un
efecto de induccién a la heteropicnosis, puesto que el lote experimental presenta valores mayores que el
lote testigo. En cambio en las otras dos concentraciones donde el lote testigo y experimental son iguales a
cero, el agente no tiene ningiin efecto en los organismos.

Si efecto en la concentracion de 1000 ppm

DS COMPARACION TRATAMIENTOS 1,000, 10,000, 5,000 EXPOSICION
TRACTO DIG./MITOSIS ppm INDICE MITOTICO

A pesar de que no existen diferencias significativas en cada concentracién, al comparar si existen
diferencias significativas, puesto que en las concentraciones 1,000 y 5,000 ppm s6lo los lotes controles
presentan valores de cero, lo que significa que se encontraron células metafisicas, en cambio en la
concentracién de 10,000 ppm tanto lote testigo y experimental presentan valores de cero.

El agente probado quizd tiene un efecto citotéxico en las concentraciones de 1,000 y 5,000 ppm, puesto
que después de la exposicion, las células han dejado de dividirse. Para la concentraciéon de 10,000 ppm no
se manifiesta ningiin efecto.

Si efecto, s6lo en las concentraciones de 1,000 y 5,000 ppm

DS” COMPARACION ENTRE TRATAMIENTOS 10,000, 5,000 EXPOSICION
TRACTO DIG./MITOSIS ppm INDICE MITOTICO

En este caso también las diferencias estadistica coincide con una significancia biologica, sin embargo es
notable en la concentracion de 5,000 ppm, puesto que el lote control presenta valores diferentes de cero
(mitosis antes de la exposicion), en cambio en la concentracién de 10,000 ppm tanto lote testigo y
experimental tienen valores de cero, (no se cuantificaron mitosis antes y tampoco después de la
exposicion).

Si efecto en la concentracién 5,000 ppm
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DS® COMPARACION DE TRATAMIENTOS 1,000, 5,000, 10,000 EXPOSICION
TRACTO DIG./MITOSIS ppm MN

Al parecer las diferencias son estadisticas que no coinciden con una significancia bioldgica, puesto que en
las concentraciones de 5,000 y 10,000 ppm, los valores de los lotes controles son casi cero y en los
experimentales son de cero. Por lo que al compararse con la concentracién de 1000 ppm, donde los lotes
testigo y experimental tienen valores de cero (casi iguales entre ellos 0.944 y 1.002). Lo obtenido es el
efecto de comparar un tratamiento con valores diferentes de cero, contra otro que es casi cero, de ahi las
diferencias significativas estadisticas. Para la concentracion de 1,000 ppm al parecer no tiene efecto, pues
no existen diferencia significativas dentro del mismo tratamiento,. sin embargo se pudiera considerar un
leve efecto del agente en la induccién a la formacion de microniicleos, pues es el lote experimental es
ligeramente mayor que el lote control.

Posible efecto

DS* COMPARACION DE TRATAMIENTOS 1,000, 5,000 EXPOSICION
TRACTO DIG./MITOSIS ppm MN

La explicacion es la misma que en el caso anterior debido a que se esta comparando las concentraciones de
1,000 vs 5,000 ppm. Al parecer las diferencias estadisticas, no coinciden con una significancia biologica,
puesto que los valores de las concentraciones de 5,000 y 10,000 ppm los valores de casi cero, para los lotes
control y experimental, que al compararse con la concentracién de 1000 ppm donde lote testigo y
experimental tienen valores de diferentes de cero (casi iguales entre ellos)por lo tanto al comparar un
tratamiento con valores diferentes de cero contra otro que es casi cero, se obtienen diferencias
significativas. Para la concentracién de 1,000 ppm no tiene efecto, pues no existen diferencia significativas
dentro del mismo fratamiento, sin embargo se pudiera considerar un leve efecto del agente en la induccion
a la formacién de micronticleos, pues es el lote experimental es ligeramente mayor que el lote control.

No efecto

DS* COMPARACION DE TRATAMIENTOS 1,000, 10,000, 5,000 EXPOSICION
TRACTO DIG./MN ppm INDICE MITOTICO

Existen diferencias significativas entre todas las concentraciones debido a que cada concentracién tiene
efecto diferente. Analizando cada concentracién en 1000 ppm los valores de los lotes testigos y
experimental tienen valores de cero (no efecto del agente), en cambio en las concentraciones de 1000 y
5000 ppm los lotes testigos presentan valores diferentes de cero y los lotes experimentales son iguales a
cero. El agente tiene un efecto citotdxico para las concentraciones probadas, puesto después de la
€xposicion no se observan mitosis, sin embargo se presentan en los lotes testigos.

Si efecto citotoxico

DS* COMPARACION DE TRATAMIENTOS 1,000, 5,000 EXPOSICION
TRACTO DIG./MN ppm INDICE MITOTICO

Las diferencias significativas son debidas a que la concentracion de 5,000 ppm el lote testigo presenta
valores diferentes de cero, pero el lote experimental son iguales a cero y en la concentracién de 1,000 ppm
tanto lote testigo como experimental presentan valores de cero, por lo tanto el agente tiene un efecto
citotdxico para las concentracién de 5,000 ppm, puesto que después de la exposicion no se observan
mitosis, sin embargo se presentan en los lotes testigos

Si efecto en la concentracién 5,000 ppm
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DS* COMPARACION DE TRATAMIENTOS 1,000 VS 10,000 E)CPOSICIQN
TRACTO DIG./MN ppm INDICE MITOTICO

Las diferencias significativas son debidas a que la concentracion de 10,000 ppm, el lote control presenta
valores diferentes de cero, pero el lote experimental son iguales a cero y en la concentracién de 1,000 ppm
tanto lote testigo como experimental presentan valores de cero, por lo tanto el agente puede tener un efecto
citotoxico para la concentracién de 10,000 ppm, puesto que después de la exposiciéon no se observan
mitosis, sin embargo se presentan en los lotes testigos

Si efecto citotéxico en la concentracién de 10,000 ppm

DS®  COMPARACION DE TRATAMIENTOS 1,000 VS 5,000 RECUPERACION
TRACTO DIG./MN ppm HETEROPICNOSIS

Existen diferencias significativas debido a que en la concentracién de 5,000 ppm el lote control presenta
valores diferentes de cero y el lote experimental son iguales a cero, en cambio la concentracién de 1000
ppm, tanto el lote testigo y experimental son iguales a cero. Las diferencias significativas son por la
comparacién de un tratamiento con valores de cero con ofro que tiene valores diferentes de cero, sin
embargo el que tiene valores diferentes de cero es el lote control. Por lo tanto el agente no induce a la
heteropicnosis.

No efecto
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COMPARACION ENTRE TRATAMIENTOS DE EXPOSICION CONTRA RECUPERACION

Ds™ COMPARACION 5,000 ppm BRANQUIAS INDICE MITOTICO
EXP VS REC MITOSIS

Las diferencias significativas posiblemente no son debidas por un efecto del agente, después de la
exposicion no se observa ninglin efecto, el lote control tiene valores diferentes de cero y el lote
experimental cs igual a cero, en cambio después del tiempo de recuperacion, ambos lotes presentan
valores diferentes de cero sin que existan diferencias significativas entre los tratamientos.

No efecto

DS* COMPARACION 5,000 ppm BRANQUIAS MICRONUCLEOS
EXP VS REC MICRONUCLEOS

Las diferencias significativas se originan en la concentracién de 5,000 ppm, en la cual, el lote testigo y el
experimental, este dltimo tiene mayor miimero en la frecuencia de micronticleos que ¢l lote testigo, al
parecer ésta concentracion tiene un efecto clastogénico, que es encubierto en la exposicion pero después
de un tiempo de recuperacién el daiio aiin es evidente.

Si efecto

DS® COMPARACION 5,000 ppm TRACTO DIG. MICRONUCLEOS
EXP VS RECUP MICRONUCLEOS

Como en el caso anterior solo que en este caso, después de |la exposicion los lotes testigos y
experimental tienen valores de cero y después de la recuperacién tienen valores diferentes de cero (lote
control con mayor niimero de microniicleos, que en el lote experimental) por lo que las diferencias
significativas son debidas a la comparacién de dos tratamientos uno con valores mayores de cero y el
otro con valores de cero. pero no es por efecto del agente probado, el cual no tiene poder para inducir a
la formacién de micromicleos.

No efecto

DS COMPARACION 5,000 ppm TRACTO DIG. MICRONUCLEOS
EXP. VS REC. MICRONUCLEOS

Semejante a el caso anterior, solo que después de la exposicion los lotes controles y experimental tienen
valores de cero y después de la recuperacion tienen valores diferentes de cero (lote control, con mayor
mimero de micromicleos, que el lotes experimental), por lo tanto las diferencias significativas son
debidas a la comparacion de dos tratamientos uno con valores mayores de cero y otro con valores de
cero, pero no es por efecto del agente probado, el cual no tiene poder para inducir.a la formacién de
micronticleos

No efecto

DS™ COMPARACION 5,000 ppm TRACTO DIG. MITOSIS INDICE MITOTICO
EXP VS REC.

Ocurre lo mismo que en ¢l caso anterior solo que en este caso, después de la exposicion los lotes control
y experimental tienen valores de cero y después de la recuperacion tienen valores diferentes de cero
(lote control con mayor nimero de mitosis que el lotes experimental, el agente puede tener un efecto
citotdxico puesto que disminuyo la tasa de divisién celular.

Si efecto

Ds* COMPARACION 1,000 PPM TRACTO DIG. MITOSIS INDICE MITOTICO
EXP. VS REC.

Las diferencias significativas son similares al caso anterior, después de la exposicion los lotes control y
experimental tienen valores de cero y después de la recuperacion tienen valores diferentes de cero (lote
control con mayor niimero de mitosis que el lote experimental, el agente puede tener un efecto citotoxico
puesto que disminuyo la tasa de divisién celular.

Si efecto
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COMPARACION ENTRE TRATAMIENTOS EXPOSICION CONTRA RECUPERACION POR ORGANOS

DS* COMPARACION ENTRE ORGANOS 5,000 HETEROPICNOSIS
BRANQUIA/MITOSIS-TRACTO DIG./MITOSIS ppm EXPOSICION

Se esta comparando un tratamiento donde el lote control es diferente de cero y el lote experimental es igual
a cero contra el otro tratamiento, donde el lote control y experimental tienen valores de cero. Por lo tanto
al estar comparando dos tratamientos en el que uno tiene valores de cero contra el otro que tiene valores
diferentes, se obtienen significativas estadisticas, pero no biolégicas, puesto que el lote donde los valores
son diferentes de cero, el lote testigo tiene valores mayores para el porcentaje de heteropicnosis que el lote
experimental. Por lo tanto el agente no tiene poder inductor para heteropicnosis.

No efecto

DS¥ COMPARACION ENTRE ORGANOS 10,000 HETEROPICNOSIS
BR/MITOSIS -INTS/ MITOSIS ppm EXPOSICION

El caso es semejante al anterior con la diferencia en que el lote experimental y testigo en el tratamiento el
primer caso tiene valores diferentes de cero y en el segundo caso son iguales a cero. Por lo tanto al estar
comparando dos tratamientos en el que uno tiene valores de cero contra el otro que tiene valores diferentes
cero, se obtienen diferencias significativas estadisticas, pero no coinciden con una significancia biologicas,
puesto que en lote donde los valores son diferentes de cero, el lote control tiene valores mayores para el
porcentaje de heteropicnosis que el lote experimental. Por lo tanto el agente no tiene poder inductor para
heteropicnosis

No efecto

DS™ COMPARACION ENTRE ORGANOS 1,000 ppm INDICE MITOTICO
BR/CROMOSOMAS-INTS/CROMOSOMAS EXPOSICION

Aparentemente la concentracion de 1000 ppm es més perjudicial para los peces puesto que los lotes
controles y los experimentales tienen valores diferentes de cero, sin embargo el lote experimental es
mayor que el lote control, en el primer tratamiento para la obtencién de mitosis en branquias, en cambio
en el tratamiento para obtener mitosis en tracto digestivo, el lote control es casi cero y el lote experimental
es igual acero Las diferencias significativas son debidas a que se est4 comparando un tratamiento con
valores diferentes de cero con otro que es casi cero. Las diferencias significativas son estadisticas pero
no coinciden con uns significancia biolégica, puesto que en el tratamiento de branquias, a pesar que el lote
experimental tiene mayor valor en el porcentaje de mitosis, no existe diferencias significativas dentro del
mismo tratamiento. Por lo tanto el agente no tiene un efecto mitogénico u de otro tipo entre los 6rganos
estudiados.

No efecto

DS” COMPARACION ENTRE ORGANOS 10,000 MICRONUCLEOS
BR/MITOSIS-TRACTO DIG./ MITOSIS ppm EXPOSICION

Ocurre exactamente lo mismo que en el caso anterior aparentemente la concentracion de 10,000 ppm es mas
daiiina para los peces puesto que los lotes control y experimental tienen valores diferentes de cero, sin
embargo el lote experimental es mayor que el lote testigo en el tratamiento de branquias para obtener
cromosomas, en cambio en el tratamiento de tracto digestivo para obtener cromosomas el lote testigo es casi
cero y ¢l lote experimental es igual a cero. Las diferencias significativas son debidas a que se estd
comparando un tratamiento con valores diferentes de cero con otro que es casi cero. Las diferencias
significativas  son estadisticas pero no coinciden con una significancia biolégicas, puesto que en el
tratamiento para obtener cromosomas, a pesar que el lote experimental tiene mayor valor en el porcentaje de
mitosis no, existe diferencias significativas dentro del mismo tratamiento, por lo tanto el agente no tiene un
efecto clastogénico entre los 6rganos estudiados.

No efecto
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DS™ COMPARACION DE ORGANOS 1,000 ppm  INDICE MIT(')T;CO
BRANQUIAS/MITOSIS-TRACTO DIG./MITOSIS RECUPERACION

Aparentemente el agente tiene un efecto en el tratamiento aplicado a branquia para obtener cromosomas,
después del tiempo de recuperacion, puesto que se cleva el niimero de mitosis (efecto mitogénico). Sin
embargo las diferencias son significativas se obtiecnen de comparar un tratamiento con valores diferentes de
cero (branquia/mitosis), sélo el lote experimental, con otro que tiene valores de cero (tracto dig./mitosis) tanto
para el lote testigo como para el experimental. Por lo que tanto el agente puede afectar mas al tejido epitelial
de branquias en comparacion de tracto digestivo.

Si efecto en branquia

DS”’ EXPOSICION-RECUPERACION 1,000 ppm INDICE MITOTICO
BRANQUIAS/MN-TRACTO DIG. /MN

Las diferencias estadisticas, no comciden con una significancia biologica, puesto que en los dos tratamientos
comparados. El tratamiento branquia/micronticleos presenta valores semejantes 0.62 y 0.65 lote testigo y
experimental respectivamente, por lo que no existen diferencias significativas, en cambio en el otro
tratamiento, tracto dig./micronvicleos. tanto lote testigo y experimental tienen valores de cero. Por lo cual las
diferencias significativas son debidas a la comparacién de un lote con valores diferentes de cero, contra otro
_que tiene valores de cero. Por lo tanto el agente no tiene un efecto mitogénico o citotéxico.

No efecto

D§™ EXPOSICION-RECUPERACION 5,000 ppm HETEROPICNOSIS
BRANQUIA/MITOSIS
TRACTO DIGESTIVO /MITOSIS
Las diferencias son estadisticas pero no biologicas, puesto que en los dos tratamientos comparados los lotes
controles, tienen valores mayores que los lotes experimentales. por lo tanto el agente no tiene un efecto para
la induccién de heteropicnosis.
No efecto
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DS™ BRANQUIAS/MN 10,000 ppm HETEROPICNOSIS
TRACTO DIG.MN EXPOSICION

Las diferencias estadisticas no coinciden con significancia biolégica, puesto que en los dos tratamientos
comparados, los lotes testigo y experimental del primer tratamiento tienen valores semejantes 0.14 y 0.19
respectivamente donde no existen diferencias significativas, en cambio en el otro tratamiento tanto lote
testigo y experimental tienen valores de cero. Por lo cual las diferencias significativas son debidas a la
comparacién de un lote con valores de cercano a cero con ofro que tiene valores de cero. Por lo tanto el
agente no tiene un efecto para la induccién a la heteropicnosis.

No efecto

DS™ BRANQUIA/MN — TRACTO DIG./MN 10,000 ppm INDICE MITOTICO
EXPOSICION

Las diferencias son significativas debido a que se esta comparando el primer tratamiento donde el lote
testigo es diferente de cero y el lote experimental también es diferente de cero, contra otro donde el lote
testigo con valores diferentes de cero para el lote control y el lote experimental es igual a cero. Los lotes
controles tienen valores mayores que los lotes experimentales.

Al parecer el agente tiene un efecto citotdxico pues los lotes controles tienen mayor nimero de mitosis que
los lotes experimentales después de ser expuestos, lo que indica que las células dejaron de dividirse.

En el tratamiento las células epiteliales de tracto digestivo son més sensible al agente probado que las de
branquias puesto que despuds de la exposicién en las células de tracto digestivo no se detectan mitosis.

Si efecto en tracto digestivo después de la exposicién

DS"  BRANQUIA/MN— TRACTO DIG./MN 5,000 ppm HETEROPICNOSIS RECUPERACION

El agente tiene un efecto inductor de heteropicnosis para el primer ftratamiento, en el que existen
diferencias significativas y donde el lote experimental tiene valores mayores que el lote testigo. En
cambio en el otro tratamiento, donde tambien existen diferencias significativas, el lote testigo tiene valores
diferentes de cero y el lote experimental tiene valores de cero, después de un tiempo de recuperacién. Lo
que indica que los organismos se recuperaron después de la exposicion, por lo tanto el agente afecta més a
la células epieteliales de branquias que las del tracto digestivo en cuanto a la induccion de heteropicnosis.

Si efecto en branquias y tracto digestivo después de la recuperacion.
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DS” BRANQUIAS/MN 10,000 ppm HETEROPICNOSIS
TRACTO DIG./MN EXPOSICION

Las diferencias estadisticas no coinciden con significancia biologica, puesto que en los dos tratamientos
comparados, los lotes testigo y experimental del primer tratamiento tienen valores semejantes 0.14 y 0.19
respectivamente donde no existen diferencias significativas, en cambio en el otro tratamiento tanto lote
testigo y experimental tienen valores de cero. Por lo cual las diferencias significativas son debidas a la
comparacién de un lote con valores de cercano a cero con otro que tiene valores de cero. Por lo tanto el
agente no tiene un efecto para la induccién a la heteropicnosis.

No efecto

D5® BRANQUIA/MN — TRACTO DIG/MN 10,000 ppm INDICE MITOTICO
EXPOSICION

Las diferencias son significativas debido a que se estd comparando el primer tratamiento donde el lote
testigo es diferente de cero y el lote experimental también es diferente de cero, contra otro donde el lote
testigo con valores diferentes de cero para el lote control y el lote experimental es igual a cero. Los lotes
controles tienen valores mayores que los lotes experimentales.

Al parecer el agente tiene un efecto citotoxico pues los lotes controles tienen mayor nimero de mitosis que
los lotes experimentales después de ser expuestos, lo que indica que las células dejaron de dividirse.

En el tratamiento las células epiteliales de tracto digestivo son més sensible al agente probado que las de
branquias puesto que después de la exposicion en las células de tracto digestivo no se detectan mitosis.

Si efecto en tracto digestivo después de la exposicibn

DS BRANQUIA/MN—TRACTODIG./MN 5,000 ppm HETEROPICNOSIS RECUPERACION

El agente tiene un efecto inductor de heteropicnosis para el primer (tratamiento, en el que existen
diferencias significativas y donde el lote experimental tiene valores mayores que ¢l lote testigo. En
cambio en el otro tratamiento, donde tambien existen diferencias significativas, el lote testigo tiene valores
diferentes de cero y el lote experimental tiene valores de cero, después de un tiempo de recuperacién. Lo
que indica que los organismos se recuperaron después de la exposicién, por lo tanto el agente afecta méas a
la células epieteliales de branquias que las del tracto digestivo en cuanto a la induccion de heteropicnosis.

Si efecto en branquias y tracto digestivo después de la recuperacion.




