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RESUMEN

Las Microcistinas (MC) son hepatotoxinas producidas por cianobacterias,
responsables de eventos de intoxicacion, constituyendo un factor de riesgo
para la salud. Estas toxinas son absorbidas por los peces a través del flujo
sanguineo, distribuyéndose en las branquias, el higado y musculo, causando
alteraciones histolégicas. Con el objetivo de determinar las alteraciones
histolégicas asociadas con MC en branquias e higado en bocachico
(Prochilodus magdalenae) del Complejo Cenagoso del Bajo Sinu, Cérdoba
(CCBS) Colombia, una muestra de 113 peces fue seleccionada
aleatoriamente entre septiembre de 2017 y marzo de 2018 en las Ciénagas
San Sebastian y Momil. Mediante la técnica histologica libre de xilol, se
prepararon cortes histolégicos de 4 um de tejido branquial y hepatico, tefidos
con coloracién estandar de hematoxilina y eosina (H&E), y estudiados al
microscopio 6ptico a 40X y 100 aumentos. De los hallazgos histoldgicos, se
determind la frecuencia de aparicion y grado de severidad de alteraciones no
especificas y especificas para intoxicacién por MC, considerando la cobertura
y frecuencia de aparicion como eventual (grado 1), leve (grado Il), grave (lll) y
severo (grado IV). Las variables temperatura (T°C), conductividad (uS.cm™)
pH, Oxigeno disuelto (OD mg.I"") y transparencia (cm) fueron registradas in
situ. Cien por ciento de los peces presentaron alguna alteracion histologica en
branquias e higado, de las cuales 57% correspondieron a cambios especificos
para MC. En el tejido branquial, seis (6) tipos de alteraciones se presentaron
entre el 13% y 34% de las muestras, con grados de severidad Il y IV.
Hiperemia (34%), atrofia (26%) fusion de lamelas (20%), y pérdida de funcién
lamelar (16%), los mas representativos. Por su parte, en el tejido hepatico,
entre 13% y 44% de las muestras presentaron alguna de las alteraciones
especificas reconocidas, siendo degeneracion plumosa (42%), vacuolizacion
(23%), necrosis (21 %) y hepatocitos binucleados (17%) los hallazgos mas
importantes con grados de severidad Il y IV. En relacién a las variables
ambientales, la temperatura promedio del agua en las estaciones, durante el
estudio estuvo en 29,70°C + 0,9 °C en San Sebastian y 31,18°C + 0,71°C en
Momil, con diferencia significativa (p<0,05) entre las estaciones. El Indice de
Estado Trofico (TSI) del ecosistema San Sebastian fue de 73,2 y de Momil
75,9, correspondiendo a ecosistemas eutroficos, lo que explica un ambiente
apto para la proliferacién de cianobacterias potencialmente tdxicas. Se
evidencié una alta prevalencia de lesiones histoldgicas severas en branquias
e higado asociadas a intoxicacion por MC, las cuales se incrementaron en el
periodo de aguas altas en ambos sitios de muestreo, confirmando que las
condiciones ambientales y el estado tréfico TSI, constituyen factores de riesgo
de dafo organico de los bocachicos.

Palabras clave: Peces, Bocachico, Eutroficacion, Cianobacterias,
Microcistinas, Histopatologia.
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ABSTRACT

Microcystins (MC) are hepatotoxins produced by cyanobacteria, responsible
for poisoning events, constituting a risk factor for health. These toxins are
absorbed by the fish through blood flow, distributed in the gills, liver and
muscle, causing histological alterations. Our aim was to determine the
histological alterations associated with MC in gills and liver in bocachico
(Prochilodus magdalenae) of the Complejo Cenagoso del Bajo Sinu (CCBS),
Cérdoba Colombia. A sample of 113 fish was randomly selected between
September 2017 and March 2018 on San Sebastian and Momil zones. Using
the xylol-free histological technique, 4 uym histological sections of gill and liver
tissue were prepared, stained with standard method of hematoxylin and eosin
(H&E) and studied under an optical microscope at 40X and 100X
magnification. From the histological findings, the frequency and degree of
severity of non-specific and specific alterations for MC poisoning were
determined, taking a count the coverage and frequency of occurrence as
eventual (grade 1), mild (grade Il), severe (lll) and severe (grade V). The
temperature (T°C), conductivity (uS.cm-1) pH, dissolved oxygen (OD mg.L™")
and transparency (cm) were recorded in situ. One hundred percent of the fish
presented some histological alteration in gills and liver, of which 57%
corresponded to specific changes for MC. In the gill tissue, six (6) types of
alterations occurred between 13% and 34% of the samples, with severity
grades lll and IV. Hyperemia (34%), atrophy (26%) lamellar fusion (20%), and
loss of lamellar function (16%), the most representative. On the other hand, in
the liver tissue, between 13% and 44% of the samples presented some of the
specific alterations recognized, being feathery degeneration (42%),
vacuolization (23%), necrosis (21%) and binucleated hepatocytes (17 %) the
most important findings with severity grades Ill and IV.In relation to
environmental variables, the average water temperature in the stations during
the study was 29,70°C £ 0,9 °C in San Sebastian and 31,18°C + 0,71 °C in
Momil, with significant difference (p <0.05) between the seasons. The Trophic
State Index (TSI) of the San Sebastian ecosystem was 73,2 and Momil 75,9,
corresponding to eutrophic ecosystems, which explains an environment
suitable for the proliferation of potentially toxic cyanobacteria. There was a
high prevalence of severe histological lesions in gills and liver associated with
MC poisoning, which increased in the high-water period at both sampling sites,
confirming that environmental conditions and TSI trophic status constitute risk
factors of organic damage of the bocachicos.

Key words: Fish, Bocachico, Eutrophication, Cyanobacteria, Microcystins,
Histopathology.
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1 INTRODUCCION

Las microcistinas (MC) son toxinas de naturaleza peptidica e hidrosolubles,
responsables de los eventos de intoxicacién producidas por cianobacterias.
Son heptapéptidos ciclicos que tienen como 6rgano blanco el higado, por lo
tanto, es considerada como una hepatotoxina, aunque puede tener efectos
sobre otros 6rganos como rifidn, pulmoén e intestino. Debido a que las
cianobacterias productoras de estas toxinas estan presentes en el agua,
cualquier contacto con cuerpos de agua contaminados pueden generar
intoxicaciones tanto agudas como croénicas, con los consecuentes dafos en

la salud de los organismos expuestos (Giannuzzi et al., 2011).

La elevada concentracion de células derivada de la floraciéon de las
cianobacterias, resulta perjudicial para la salud humana; estos organismos
suelen producir varias toxinas responsables de trastornos neurolégicos,
hepaticos, dérmicos y/o respiratorios en los seres humanos, tanto por ingesta,
inhalacion, o por contacto con el agua. Adicionalmente, la produccion de
metabolitos volatiles genera un olor similar a la tierra humeda, “moho” o
“‘gamexane”, a la vez que otorga un sabor desagradable a los peces por

ingesta y acumulacion en sus tejidos grasos (Giannuzzi et al., 2017)

En Argentina, en el afio 1954 se present6 el primer reporte de accidentes
téxicos ocasionados por la presencia de microcistinas en la Laguna San
Miguel del Monte, con la muerte masiva de peces en presencia de un

florecimiento algal (Pérez et al., 2008).

Las microcistinas son absorbidas en peces a través de los opérculos o por el
epitelio intestinal, tras lo cual se produce un rapido transporte de las toxinas a
través del flujo sanguineo, distribuyéndose a varios 6rganos o tejidos; por esta
razon se presenta una mayor distribucion de microcistinas en los érganos mas
irrigados como el higado, rifidn, intestino y opérculos (Prieto et al., 2008). De
acuerdo con estos autores, en algunas especies de peces como ciclidos

tropicales y ciprinidos, las cianobacterias, pueden formar parte de su dieta,



hecho que se ha evidenciado por la presencia de células de Microcystis en el

estdmago de peces, confirmando este hecho (Prieto et al., 2008).

Se ha observado que el efecto mas marcado generado por la microcistina es
la degeneracién progresiva del higado; dicha enfermedad denominada “Net
Pen Liver Disease”, ha ocasionado grandes pérdidas en el sector acuicola
(Moreno et al., 2003).

Teniendo en cuenta los hallazgos de Carmichael et al. (1996), la intoxicacién
por cianotoxinas se ha observado alrededor de todo el mundo generando
dafos y pérdidas fatales en animales de cultivo (peces), como en mamiferos
y aves expuestos a aguas contaminadas por cianotoxinas; también se ha
dicho que la ingestion o manipulacion de aguas contaminadas con

cianotoxinas tienen efectos letales sobre la salud humana (WHO, 2011).

Dadas las multiples lesiones producidas por las microcistinas en especies de
interés acuicola y sus repercusiones para la salud humana, se hace necesario
determinar la presencia de posibles dafios en tejido hepatico y branquial del
bocachico (Prochilodus magdalenae) en presencia de microcistinas en el
Complejo Cenagoso del Bajo Sinu, con el fin de detectar un posible problema
de tipo sanitario y de salud publica en las poblaciones aledafas al area de

estudio.



2 OBJETIVOS.

2.1 OBJETIVO GENERAL.
Determinar alteraciones histolégicas asociadas con microcistinas en higado y
branquias de bocachico (P. magdalenae), en el Complejo Cenagoso del Bajo

Sinu, Cérdoba-Colombia.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

o Establecer la frecuencia de aparicion de las lesiones asociadas a
microcistinas en la poblacion de bocachico del CCBS, en el periodo de
estudio.

e Determinar la magnitud (grado de severidad) del dafo histopatolégico en
branquias e higado de bocachico, atribuibles a la intoxicacion por
microcistinas.

e Verificar la correlacion entre las variables fisicas y quimicas del agua con
la frecuencia y magnitud de las lesiones histologicas en branquias e higado

de bocachico.



3 MARCO TEORICO

3.1 COMPLEJO CENAGOSO DEL BAJO SINU (CCBS).

ElI CCBS, gracias a su conexion con el Rio Sinu, se convierte en determinante
clave de la vida de los municipios que la rodean debido principalmente a dos
razones: su funcién amortiguadora y condicion ecolégica convirtiéndose en un
habitat que alberga gran variedad de fauna y flora, especificamente de
especies de peces como el Bocachico, Blanquillo, Moncholo, Yalua y la
Mojarra Amarilla. Pese a la tala de bosques asociados a este ecosistema,
todavia persiste parte de la flora nativa como Pimientos, Dorados,
Naranjuelos, Higos, Robles y Campanos. El entorno es también ideal para
Babillas, Tortugas Hicoteas, el Chavarri, los Patos Pisingos, todas
amenazadas por la accion del hombre, y la presencia de aves como el Colibri
y algunas especies migratorias como el Barraquete, el Aguila Pescadora,
Chorlitos, Gaviotas. Todos estos recursos han sido historicamente
aprovechadas por los habitantes sinuanos, que han desarrollado toda una

economia a su alrededor (Aguilera, 2011; Salazar, 2008).

El clima de la zona se define como semiseco con una humedad relativa
superior al 80% y esta caracterizado por un nivel elevado de radiacién solar
(5.4 horas-sol por dia) y temperaturas altas durante todo el afio con un
promedio de 27.6 °C, alcanzando el maximo en abril (promedio 28 °C) y
minimo en noviembre (promedio 27.2 °C). En cuanto a las lluvias, la
precipitacion media multianual es de 1.350 mm. El area ocupada por la
ciénaga presenta un sistema de precipitacion conocido como unimodal, que
significa al afio una temporada seca, de noviembre a abril, y una humeda, de
abril o mayo a octubre o noviembre, en la que se registra mas del 80% de las
precipitaciones del afio. EI CCBS alcanza en algunas zonas los 5 metros y

medio, pero en promedio es poco profunda (Aguilera, 2011).

Curiosamente, tanto las sequias como las lluvias intensas, pueden generar la

aparicion de floraciones de cianobacterias en estos ecosistemas. Las sequias,



porque pueden favorecen la retencion de nutrientes por mayores tiempos
beneficiando el desarrollo de las especies potencialmente toxicas y/o
aumentar la conductividad de los embalses, provocar el estrés de las células
y asi favorecer la liberacién de toxinas; por su parte las lluvias extremas,
porque pueden facilitar el transporte de los nutrientes de la tierra a los cuerpos
de agua favoreciendo el desarrollo de estos microorganismos (Guiannuzzi et
al., 2017).

3.2 EL BOCACHICO
3.2.1 Generalidades

El bocachico junto con las demas especies del género Prochilodus, hace parte
del grupo de peces reofilicos de mayor importancia econémica continental en
Suramérica. El género tiene amplia distribucion en el neotrépico, siendo
considerado uno de los mas diversos de los Characiformes con cerca de 20 a
25 especies (Mago-Leccia, 1972; Géry, 1977).

El bocachico, se reconoce facilmente por su boca pequefia, carnosa y
prominente, provista de una serie de dientes diminutos en los labios y por la
presencia de una espina predorsal punzante. La coloracion de los adultos es
plateada uniforme, con aletas con matices rojos o amarillos. Sus escamas son
rugosas al tacto y la serie de la linea lateral esta compuesta por 40 a 46
escamas perforadas. Las aletas dorsal y anal con 10 a 11 radios cada una,

caracteristicas que se evidencian en la figura 1 (Mojica et al., 2012).

El bocachico es la principal especie de la pesqueria en las cuencas de los rios
Magdalena y Sinu, debido a su gran aceptacion y valor comercial en todo el
pais. En el afo 2016 (julio-diciembre), en el departamento de Cdrdoba, se
registré una tasa promedio de captura 319 (Tm) (SEPEC, 2010; SEPEC,
2016). Sin embargo, en la actualidad el bocachico se considera una de las
especies con mayor grado de vulnerabilidad (VU) por su alto aporte a la pesca

comercial y de consumo (Mojica et al., 2012).



La contaminacion, deforestacion, introduccién de especies exdticas y drenaje
de cuerpos de agua o taponamiento de cainos y quebradas se convierten en
hechos que han contribuido a la amenaza de esta especie. La escasez de
recursos pesqueros altera igualmente el entorno social, pues muchos
pescadores dependen de la actividad pesquera para el sostenimiento de sus
familias (SEPEC, 2010).

El ciclo de vida del bocachico P. magdalenae esta relacionado con los
patrones hidrolégicos de inundacién y estiaje; durante las aguas altas, época
de mayor pluviosidad (julio-noviembre), permanece en las ciénagas
alimentandose de materia organica en descomposicién (detritos, diatomeas y
algas verde-azules), aportada principalmente por la vegetacion acuatica en
forma de perifiton (Maldonado-Ocampo, 2005; Mojica et al., 2012); en esta
época, la abundante disponibilidad de alimento permite el rapido crecimiento
y desarrollo de los individuos, asi como la acumulacion de grasas; con el inicio
del periodo de aguas bajas en los meses de diciembre a marzo,
correspondientes a niveles hidricos bajos, abandona las ciénagas y remonta
los rios en busca de los tributarios laterales, en una migracion masiva
conocida como «la subienday; alli permanece durante todo el periodo seco y
se alimenta de las algas que crecen adheridas a las rocas y palos sumergidos
(perifiton); el gasto energético que implica remontar los rios, sumado al
cambio a una dieta menos rica, conlleva a la pérdida de peso de los individuos
y al parecer, es uno de los factores desencadenantes de la maduracién
sexual; con la llegada de la temporada de lluvias, retorna a las ciénagas con
las gonadas ya maduras en un desplazamiento que se conoce como
«bajanza» (marzo — abril); durante el descenso tiene lugar el desove en los
canales de los rios y las aguas de desborde se encargan de transportar los
alevinos a las planicies de inundacion donde se reinicia el ciclo descrito; como
estrategia reproductiva, la especie produce una enorme cantidad de huevos

por hembra, adaptacién que le permite recuperarse de mortalidades masivas



drasticas, derivadas de eventos naturales temporales adversos (Maldonado-
Ocampo, 2005; Mojica et al., 2012).

3.2.2 Clasificacion taxonémica.

Esta especie se clasifica segun Steindachner, 1879.

Reino: Animalia

Filo: Chordata
Subfilo: Vertebrata
Superclase: Osteichthyes
Clase: Actinopterygii
Subclase: Neopterygii
Infraclase: Teleostei
Superorden: Ostariophysi
Orden: Characiformes
Familia: Curimatidae
Subfamilia Prochilodontinae
Género: Prochilodus
Especie: P. magdalenae

Figura 1. Prochilodus magdalenae (Foto original: Olaya-Nieto, 2002).



3.3 CIANOBACTERIAS
3.3.1 Generalidades.

Las cianobacterias o algas verde-azules, pertenecen al grupo de organismos
mas antiguos del planeta y poseen caracteristicas que son comunes a
bacterias y a las algas eucariotas, lo que les confiere cualidades unicas en
cuanto a su fisiologia, tolerancia a condiciones extremas y flexibilidad
adaptativa. Han colonizado exitosamente los ecosistemas acuaticos y
actualmente se encuentran dispersas en cuerpos de agua continentales (rios,
lagos, represas, etc.) y ambientes marinos, en forma unicelular o pluricelular

(colonial o filamentosa) (Giannuzzi et al., 2011).

Estos organismos arcaicos no han sobrevivido por casualidad hasta nuestros
dias; son formas de vida extremadamente resistentes, tenaces y adaptables,
que han logrado sobrevivir a todas las extinciones masivas que han asolado
al planeta, y que hoy crecen en casi todos los tipos de habitats, incluyendo los
casquetes polares, los suelos humedos, y aun en cavernas pobremente

iluminadas (Giannuzzi et al., 2017)

Las cianoprocariotas se encuentran formando parte del plancton, distribuidas
verticalmente en la columna de agua, encontrandose también cianobacterias
benticas, que crecen adheridas a superficies como rocas, arena, sedimentos
y plantas mas grandes. Son productores primarios e indicadores sensibles de

cambios ambientales en aguas Iéticas (Mufioz, 2008; Noffke et al., 2003).

3.3.2 Cianotoxinas

Las cianobacterias poseen la capacidad de producir toxinas, denominadas
cianotoxinas; éstas pertenecen a diversos grupos de sustancias quimicas, con
mecanismos particulares de toxicidad. Algunas son neurotoxinas (Anatoxina,
Saxitoxina), otras son toxicas para el higado como las hepatotoxinas
(Microcistina, Nodularina 'y Cylindrospermopsina), y otras son

lipopolisacaridos (LPS) que parecen causar dermatitis y problemas de



gastroenteritis. A pesar de su origen acuatico, la mayoria de las cianotoxinas
descritas parecen ser mas toxicas para mamiferos terrestres que para la biota

acuatica (Tabla 1) (Giannuzzi et al., 2011; Tomasini et al., 2012).

TABLA 1. Caracteristicas generales de las cianotoxinas que se han identificado hasta la
fecha sintetizados por diversos géneros de cianobacterias (Modificado de Cong, 2015;

Giannuzzi et al., 2011; Lucena, 2008).

: GENERO DE EFECTO
CIANOTOXINA ORGANODIANA | ANOBACTERIAS RECONOCIDO
Péptidos ciclicos (HEPATOTOXINAS)
Mycrocystis, ~ Anabaena,
Microcistinas Higado Planktothrix (Oscilatoria), Insuficiencia hepética y
Nostoc,  Hepalosiiphon, hemorragia hepatica.
Anabaenopsis
Nodularina Higado Nodularia Lnesnligflr:g?;ahzsgteil(t:lf y
Alcaloides (NEUROTOXINAS)
Anabaena,  Planktothrix
Anatoxinas Sinapsis Nerviosa (Oscillatoria), Paralisis muscular
Aphanizomenon
Anatoxina-a(S) Sinapsis Nerviosa Anabaena
Aplisiatoxinas Piel Lyngbya, Schizothrix,
Planktothrix (Oscillatoria)
Cylindrospermopsins Insuficiencia hepética y
Cilindrospermopsinas Higado Aphanizomenon,
. renal
(Umezakia)
Lvnabvatoxin-a Piel, o area Lvnabva _Pr_omplcién detu_morese
yngoy gastrointestinal yngoy irritacion de la piel.
Axones neuronales Anabagna, , ,
. iy | Aphanizomenon, Ataxia, convulsiones vy
Saxitoxinas inhibe la conduccién o
del impulso nervioso Ly ngby 4, . paralisis.
P Cylindrospermopsi
ylindrospermopsis
Lipopolisacaridos (LPS)
Potencial irritante.
Dermatotoxina g;g?::]?gfs tejigg Todos los géneros
expuesto

Otro péptido bioactivo producido por cianobacterias, diferente en accion de las
MC, es la R-

proteinogénico, es decir, no corresponde a los 20 aminoacidos que conforman

methylaminoalanina (BMAA). Es un aminoacido no
proteinas en todos los organismos eucarioticos. La acumulacion de este
compuesto en las proteinas de las células nerviosas llega a durar toda una

vida, proporcionando un mecanismo para la bioamplificacion de la toxina.



Dicha toxina parece afectar principalmente al sistema nervioso, debido a que
cuando llegan al cerebro forman depésitos desde el cual se libera lentamente
a través del tiempo, generando dafos celulares a nivel neuronal (muerte
celular) (EHP, 2012).

Este hecho se evidencio en la década de 1960 en la isla de Guam, donde la
poblacién indigena de los Chamorros estuvo expuesta a altas
concentraciones de BMAA, mediante el consumo de semillas de cicadas, de
las cuales elaboraban tortillas; también consumian jabalies y murciélagos
frugivoros que consumian estas semillas. Se descubrio que la sintesis de este
compuesto deriva de las cianobacterias del género Nostoc, las cuales
establecieron un tipo de simbiosis con las raices de la cicada. Cox y Sacks
(2002), plantearon en este caso que, una exposicidn cronica alimentaria
(cicada-jabalies-murciélagos), generd una reserva neurotoxica en los tejidos
de los cerebros de los chamorros, lo que condujo a enfermedades
neurodegenerativas como esclerosis lateral amiotréfica o demencia de

parkinsonismo.

3.3.3 Condiciones que favorecen el desarrollo de cianobacterias y
cianotoxinas.

Condiciones ambientales especiales que incluyen: excesivo aporte de
nutrientes (fésforo y nitrégeno) por accion antropogénica, intensidad luminosa
(Epoca seca y de lluvia), alta temperatura (> de 20 °C), tiempo de residencia
del agua, baja turbulencia, baja concentracion de N disponible en relacién con
P, baja disponibilidad de CO y elevado pH, contribuyen a la formacion de
floraciones de cianobacterias o blooms, los cuales en algunos casos son
acompafiados por la sintesis y liberacibn de cianotoxinas, asi como
compuestos volatiles (geosmina, R-metilisoborneol, etc), trayendo como
consecuencia riesgos de intoxicacion para el hombre y para la biota asociada
a el ecosistema. Sin embargo, no hay un solo factor relacionado directamente

con los episodios de floracion y pueden ocurrir en una amplia gama de
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condiciones ambientales (Ramirez-Garcia et al., 2004; Giannuzzi et al., 2011;
Rastogi y Sinha, 2014).

Las relaciones tréficas entre los organismos acuaticos también juegan un
papel fundamental en la determinacion de la dominancia de las
cianobacterias, este fendmeno esta relacionado a la presencia de una gama
de toxinas que tienen propiedades alelopaticas, las cuales pueden influir en
los procesos bioldgicos de otros microbios, fitoplancton o plantas acuaticas.
La pérdida de biomasa, situacién que también aporta al balance de la
poblacion de cianobacterias, se debe a la depredacion, sedimentacion hacia
zonas aféticas (oscuras) donde no es posible realizar la fotosintesis y el
“lavado” por el arrastre de las corrientes de agua. Sin embargo, en ocasiones
especiales las cianobacterias poseen la capacidad de utilizar eficientemente
(organismos mejor adaptados) los rayos de luz, desde los mas débiles, hasta
los mas fuertes; esta condicion les ha permitido optimizar la fotosintesis
mediante la flotacién en la columna de agua, cuya funcién se da gracias a la
presencia de vacuolas de gas (UNESCO, 2009; Rastogi y Sinha, 2014).

Hasta la fecha, se han descrito mas de 1000 compuestos de cianobacterias
de varios géneros, muchos de los cuales son péptidos bioactivos, grupos
alcaloides y LPS. Estos subproductos metabdlicos se almacenan
principalmente de forma intracelular y pueden liberarse en el agua,
especialmente después de que la floracion colapsa, lo que provoca efectos
téxicos potenciales para los organismos acuaticos y el hombre. A pesar del
creciente aumento en los estudios sobre este fenémeno, se desconoce con
precision cual es el factor que desencadena la formacion de toxinas durante
una floraciéon (Le Manach et al., 2018; Shapiro J, 1990).

3.3.4 Efectos ecotoxicoldgicos de las cianotoxinas.

Los florecimientos cianobacterianos representan un reto en la actualidad para

la integridad ecoldgica, definida como la capacidad que poseen los
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ecosistemas de mantener un balance adecuado en la biota que lo conforma
(organismos vivos), comparado con aquellos habitats poco estables, teniendo
en cuenta los factores fisicos del ecosistema (suelo, aire, agua etc) (Giannuzzi
et al., 2011).

Con frecuencia y de manera prolongada, los cuerpos de agua que
experimentan altas densidades de cianobacterias, traen consigo grandes
consecuencias sobre la calidad del agua, las comunidades bioldgicas y los
servicios del ecosistema, como se muestra en la Tabla 2. Algunos de estos
efectos son directos, incluyendo la posible toxicidad de la cianotoxinas (CTX)
en peces, invertebrados y otra fauna acuatica, o bien, indirectos cuando hay
una reduccion en la cobertura vegetal sumergida debido a la floracién de

cianoprocariotas u otro grupo algal en particular (Giannuzzi et al., 2011).

TABLA 2. Efectos ecoldgicos de florecimientos de cianobacterias frecuentes o persistentes
(Tomado de Guiannuzzi et al., 2011).

EVENTO RESPUESTA EFECTO
Disminucién ~ de  la Limitacién de luz para las plantas acudticas, los
transparencia organismos epifitos, algas bénticas y fitoplancton
Aumento del pH Efectos letales y sub-letales en poblaciones de peces
Disminucién del CO2 Interacciones competitivas alteradas entre el fitoplancton
Desarrollo de . ——
- Aumento del tamafio de Efectos sobre el pastoreo del zooplancton y la eficiencia
los florecimientos "
las algas de la cadena tréfica
Alelopatia, efectos letales y sub-letales sobre peces,
Produccién de toxinas zooplancton, macroinvertebrados, aves y ofros

vertebrados acuaticos

Colapso de Hipoxia/Anoxia
los florecimientos Amonio

Impacto letal o sub-letal en la biota (gj. muerte de peces)

Mediante diferentes estudios in vitro e in situ, ha sido posible evidenciar la
presencia de cianotoxinas en ecosistemas acuaticos y en los organismos que
en ellos habitan, demostrando el efecto de las Microcistinas (MC), en
particular de MC-LR (Giannuzzi et al., 2011).

La proliferacion de la cianobacteria Microcystis en los ecosistemas acuaticos,
puede estar dominada por clones productores o no productores de MC; los

peces y en general la vida acuatica quedan expuestos, por inmersién y por

12



sus habitos de alimentacion, a una mezcla de compuestos bioactivos, entre
ellos las MC (Le Manach et al., 2018).

3.4 Impacto sobre el ecosistema.

Las floraciones de cianobacterias se favorecen gracias a factores generales,
asociados a caracteristicas regionales como: la ubicacion geografica del
cuerpo del agua y los impactos del cambio climatico, factores locales como:
el tipo y uso del suelo en la cuenca y las alteraciones hidrolégicas de los
cursos de agua. El aumento de los nutrientes, como consecuencia de factores
antropogénicos (agricultura y diversas actividades industriales), es una de las
principales causas de eutrofizacion en los ecosistemas limnicos. El aporte
desmedido de nitrogeno y fésforo promueven el desarrollo de las floraciones
de cianobacterias alterando los sistemas Ibticos. La construccion de
embalses, agricultura, y ganaderia también favorecen el crecimiento de estos

organismos fitoplanctonicos (Bonilla et al., 2015).

Estas floraciones o blooms de cianobacterias también pueden causar efectos
perjudiciales sobre los ecosistemas acuaticos. Las densas capas de
cianobacterias pueden acumularse como espumas y estelas gruesas, lo que
resulta en la desoxigenacion de las aguas del fondo. La falta de oxigeno
conduciria a una mayor tasa de mortalidad en peces, mariscos, invertebrados
acuaticos y poblaciones de plantas. Estas perturbaciones también pueden
afectar a la fauna y flora bentdnicas, ya que la penetracién de la luz se reduce.
Las floraciones tdxicas pueden inhibir el crecimiento de otros organismos
fitoplanctonicos al competir por la luz solar y los nutrientes. También pueden
suprimir el pastoreo por zooplancton. Esta serie de sucesos desencadenarian
un desequilibrio en la estructura y composicion de los sistemas acuaticos
(Cong, 2015; Cantoral et al., 2017).

3.5 Bioacumulacion.
La bioacumulacion es el proceso por el cual la concentracién de toxinas en el

tejido resulta ser mayor que en el medio ambiente (Crettaz et al., 2017). Este
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proceso se ha evidenciado en diferentes estudios, debido a que las toxinas
pueden estar presentes en organismos acuaticos, haciendo que la ingesta de
los productos pesqueros (caracoles y bivalvos, crustaceos y peces) y/o
plantas, se convierta en una preocupacién en la salud publica por el riesgo de

intoxicaciones (Crettaz et al., 2017).

La bioacumulacion de cianotoxinas en el pescado ha sido estudiada
principalmente para MC. En general, se observa que peces omnivoros y
planctivoros como en Tilapia rendalii e Hypophytalmincthtys molitrix, tienden
a bioacumular estas toxinas, al tomar células de cianobacterias directamente
del agua. Muchos peces de agua dulce comestibles que forman parte de la
alimentacién humana, presentan bioacumulacion (Magalhaes V F et al., 2001;
Giannuzzi et al., 2017).

En términos de distribucién de MC en 6rganos y tejidos, se ha informado que
las mayores concentraciones se encuentran en el higado, lo que demuestra
que es realmente el 6rgano blanco de esta toxina. También es destacable las
altas concentraciones de la toxina en el intestino de los peces, o en la
hemolinfa y en el hepatopancrea en los mariscos. Estos tejidos no se
consumen normalmente (salvo en los mejillones y otros bivalvos) y su
eliminacion reduce significativamente la exposicion a cianotoxinas en los
seres humanos. Sin embargo, elevadas concentraciones de MC han sido
detectadas en las partes comestibles de los peces (musculo) y mariscos
(musculo o en su totalidad) (Sipia et al., 2001; Sipia et al., 2007; Herazo et al.,
2016; Giannuzzi et al., 2017).

La acumulacion de las MC en tejidos y 6érganos de peces se ha demostrado a
través de diferentes estudios de campo (cuerpos de aguas con florecimientos
de cianobacterias productoras de toxinas) y de laboratorio (Sipia et al., 2001;
Sipia et al., 2007; Herazo et al., 2016; Giannuzzi et al., 2017). Estos autores
han demostrado la presencia de MC en musculo de peces, siendo en general,

mas elevada, en los momentos donde los florecimientos han sido mas
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intensos (Giannuzzi et al., 2017). Sin embargo, también se ha encontrado MC
en musculo de peces, transcurrido un tiempo después de que el florecimiento
habria disminuido su intensidad. Esto sugiere que la toxina queda acumulada

en el tejido muscular.

Asimismo, se han realizado ensayos de laboratorio tendientes a evaluar la
bioacumulacién, distribucién y eliminacion de MC en peces como posibles
vias de entrada (figura. 2). En estos estudios, se plantean una variedad de
situaciones de exposicion de los peces a las cianobacterias y sus toxinas que
intentan aproximarse a situaciones que pueden ocurrir en un florecimiento real
(Giannuzzi et al., 2017).

De estos trabajos, se concluye que la acumulacion de MC en el musculo del
pescado depende de varios factores que incluyen: la especie de pez (algunos
tienen mayor tendencia a la acumulacibn de MC o mecanismos de
metabolizacién y eliminacién de la toxina mas pobres que otros), la variedad
de MC a la que esta expuesto (en algunos trabajos han encontrado presencia
de MC-RR en musculo pero no de MC-LR ante una exposicién a estas toxinas
de manera conjunta), la forma en que esta presente la toxina (florecimientos
vivos, senescentes, toxina disuelta), el tiempo de exposicidon, entre otros
(Crettaz et al., 2017).
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Figura 2. Representacion esquematica de las vias de entrada, absorcién, distribucion,
metabolismo, acumulacion y excrecion de MCs en peces. Tomado de Giannuzzi et al., 2017.

3.6 Biomagnificacion.

El proceso por el cual las concentraciones de toxinas se incrementan a través
de sucesivas interacciones en la red ftréfica se le conoce como
biomagnificacion (Crettaz et al., 2017). Este fendmeno se caracteriza por la
transferencia de sustancias quimicas de los alimentos a un organismo, como,
por ejemplo, si un pez carnivoro incluye en su dieta a organismos omnivoros
y fitoplanctéfagos, los cuales tienden a bioacumular estas toxinas, debido a
que, probablemente, células de cianobacterias son tomadas en forma directa
del agua, lo que resulta en niveles mas altos de MC en el pez carnivoro debido
a procesos de biomagnificacion. Sin embargo, diversos autores han
demostrado la bioacumulacién de cianotoxinas en diferentes niveles troficos,
mientras que son pocos los que han evidenciado la biomagnificacion de

cianotoxinas, tanto estudios in situ como in vitro (Crettaz et al., 2017).
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3.7 Hepatotoxinas.
3.7.1 Microcistinas (MC’s).

Las hepatotoxinas incluyen mas de 80 variantes de MC’s y ocho variantes de
nodularinas, las cuales generan los tipos de intoxicacion mas comunes por
cianobacterias toxicas. Las microcistinas son heptapéptidos ciclicos, que han
sido aisladas de especies como: Microcystis, Anabaena, Nostoc, Oscillatoria
y Planktothrix, mientras que las nodularinas son pentapéptidos ciclicos,
producidas por especies como Nodularia spumigena. De las variantes
quimicas conocidas, las mas importantes son: microcistinas,

cilindrospermopsina y nodularina (Cantoral et al., 2017; Smith et al, 2008).

La microcistinas (MC’s), tiene una estructura molecular ciclica con siete
aminoacidos. Dentro de estos aminoacidos, el aminoacido Adda (2S, 3S, 4E,
6E, 8S, 9S) -3-Amino-9-metoxi-2, 6, 8-trimetil-10-fenildeca-4, acido 6-
dienoico) se asocia con la toxicidad de la molécula a través del dieno
conjugado, como se muestra en la figura 3. Los X y Z son aminoacidos
variables que identifican y nombran diferentes variantes. El aminoacido X
suele ser arginina (R), tirosina (Y) o leucina (L), y el aminoacido Z es
comunmente arginina (R), metionina (M) o alanina (A). Por lo tanto, la MC que

tiene leucina y arginina puede identificarse como MC-LR (Cong, 2015).
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Figura 3. Estructura quimica de las microcistinas (Cong, 2015)
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3.7.2 Toxicidad de las microcistinas (MC).

Las MC actuan principalmente a través de la inhibicion de las proteinas
fosfatasas 1 y 2A. Una vez ingeridas, las MC se transportan por todo el
organismo y penetran a la célula a través de las membranas de los
polipeptidos transportadores de aniones organicos (OATP). Las células diana
primarias para las MC son las del higado, donde los OATP median su
absorcién en los hepatocitos; sin embargo, estas toxinas pueden afectar a
otros tejidos (riAdn, tejido reproductivo, colon, cerebro) que contienen los
OATP apropiados (1A2, 1B1, 1B2, 1B3) (Fischer et al., 2005; Chen et al.,
2015).

La expresion de OATP en la barrera hematoencefalica puede explicar los
sintomas neuroldgicos asociados con la intoxicacion humana por MC
sucedida en Brasil. La inhibicion por microcistina de las proteinas fosfatasas
de eucariotas, serina/treonina produce una hiperfosforilacion de las proteinas
reguladoras clave en el proceso de transduccion de sefales que controla la
organizacion del citoesqueleto. Ese dano se acompana de estrés oxidativo en

el higado, rifidn, cerebro y érganos reproductivos (Carmichael y Boyer, 2016).

Existen estudios que han demostrado alteraciones histopatolégicas agudas,
en diversas especies de peces tras la exposicion a Microcystis aeruginosa ylo
variantes de MC purificadas; estas lesiones fueron mas grave en higado y
rindn, con disociacion de hepatocitos, degeneracion en el higado y dilataciéon
de la capsula de Bowman en el rindn. Ademas, en peces omnivoros como la
Tilapia (Oreochromis sp.) y la Tenca (Tinca tinca), las MC producen efectos
téxicos en otros 6rganos (corazén, branquias y el tracto intestinal). El grado a
que estos efectos se observaron depende de la ruta de exposicion y
diferencias en sensibilidad y érganos diana secundarios entre especies
(Puerto et al., 2010).
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3.8 Histopatologia asociada a MC en branquias e higado.

En un ambiente acuédtico degradado, donde particularmente los
contaminantes se encuentran en concentraciones crénicas, se producen
cambios en la estructura de diversos érganos (higado, branquias, rifion,
gonadas), que conllevan a alteraciones fisiolégicas en los mismos. Por ello,
los estudios histopatoldégicos de diferentes o6rganos constituyen una
herramienta util y valiosa para identificar el estado de salud en general de los

peces Yy reflejar los efectos de la exposicién a contaminantes (SRH, 2007).

En los peces, las alteraciones histolégicas generadas por las MC estan bien
documentadas. A través de ensayos de laboratorio (inmersion, inyeccién
intraperitoneal y alimentacién por sonda), se ha podido observar y evaluar las
lesiones en diversos érganos, como intestino, rifidn, higado, branquia, bazo y
corazon (Andrinolo et al. (2008), Prieto et al. (2008), Gutierrez et al. (2012) y
Guzman et al. (2017).

3.8.1 Alteraciones histolégicas en branquias.

Las branquias presentan una gran superficie de interaccion al animal con el
medio ambiente, el intercambio gaseoso y es crucial en el proceso de
osmoregulacion. Segun SRH (2007), Prieto et al. (2008), Gutierrez et al.
(2012) y Guzman et al. (2017), entre las alteraciones histolégicas asociadas a
MC se encuentran: atrofia de lamelas, pérdida de funcién lamelar, hiperemia,
fusidén de lamelas, degeneracion en lamelas y telangiectasia. Debido a esta
condicion, las branquias son consideradas de vital importancia para evaluar

los efectos de cianotoxina sobre los organismos.

Atrofia (acortamiento de lamelas): La atrofia de lamela se observa como un
acortamiento de esta, este cambio puede interpretarse como un proceso de
reparacion posterior a un grave dafo en la integridad de la lamela. Sin
embargo, esta patologia puede progresar e involucrar la funcionalidad de las

branquias si la reparacion del epitelio no sucede (Huancarée, 2014) (figura 4).
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Figura 4. Fotomicrografias de branquias de Cyprinus carpio (C) Grupo tratado con PF
(Fipronil): atrofia lamelar (flecha delgada), degeneracion lamelar (circulo), necrosis epitelial y
desprendimiento (*), ruptura de laminillas primarias (**) y pérdida de laminillas secundarias
(flecha gruesa) ampliacién x300, H & E. Barra de escala 100 um (Tomado de Qureshi et al.,

2016).

Perdida de funcién lamelar: Debido a su contacto intimo con el agua, la
superficie lamelar de las branquias es vulnerable a sufrir dafios de cualquier
agente irritante, disuelto o en suspension en el agua. Por esta razén se
generan cambios patolégicos (disfuncion) en las branquias, trayendo como
consecuencia un desequilibrio en la homeostasis (osmorregulacion,

respiracion) de los peces (Roberts, 1981) (figura 4).

Hiperemia: Se emplea para describir un aumento del volumen de la sangre
en un o6rgano o tejido. Puede suponer un aumento del tamano y peso visceral

y cuando es muy intensa, puede provocar necrosis (Buyo, 2008) (figura 5).
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Figura 5. Hiperemiay edema lamelar (flecha) en branquia de Tilapia (Oreochromis niloticus)
expuesta a Cylindrospermopsina estandar (pureza = 95%). Barra de escala de 100 ym.
(Tincion con H&E) (Tomado de Gutierrez et al., 2012).

Fusién de lamelas: Este cambio patoldgico se caracteriza por la unién o
adhesién de una o mas células epiteliales de las laminillas adyacentes, lo que

resulta en la oclusion del espacio interlamelar (Ostland et al., 1990) (figura 6).
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Figura 6. Seccion de branquias de una trucha arco iris Oncorhynchus mykiss expuestas
experimentalmente al quitosano. Presentan atrofia lamelar focal (flechas negras), fusién
lamelar focal (f). Se observa el relleno de los surcos interlamelares mediante la proliferacion
de las células del pavimento y las adherencias lamelares (la unién de las laminas adyacentes
con poca o ninguna evidencia de proliferacion celular), como un indicador especifico de
pavimento agudo necrosis celular (Bullock et al., 2000). H&E, barra = 25 ym (Tomado de Wolf
et al., 2015).
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Degeneracion de lamelas: La degeneracion se evidencia cuando hay
pérdida de la estructura en las branquias, caracterizada por la reduccion del
area superficial donde se dan los procesos de respiracién, generando como
consecuencia la disminucion de la superficie de contacto de los receptores
disponibles para patdégenos o toxinas, como una respuesta inmunoldgica de

los peces (Ferguson, 2006) (figura 4).

Telangiectasia o aneurisma: Es una respuesta aguda a la injuria branquial,
la cual refleja la perdida de la integridad vascular de la branquia, trayendo
como consecuencia la dilatacion de los capilares y acumulacién de eritrocitos
(Godoy, 2013) (figura 7).

Figura 7. Seccion de branquias extirpadas de salmén adulto del Atlantico Salmo salar. La
telangiectasia (flecha) se caracteriza por la distension focal, llena de sangre (aneurismatica)
de los capilares lamelares. Tales lesiones a menudo son inducidas inadvertidame en el
sacrificio. H&E, barra de = 50 ym (Tomado de Wolf et al., 2015).

Inflamacién: Es la respuesta basica de los tejidos alterados a través de la
sucesion de modificaciones que se presentan después de una agresion de
cualquier tipo, a condicion de que esta no sea lo suficientemente intensa como
para dafar el tejido, esta alteracion es comun en todos los vertebrados
(Roberts, 1981) (figura 8).
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Figura 8. La hiperplasia de células de cloro como componente de la branquitis proliferativa
(flechas en el recuadro) de tilapia adulta Oreochromis sp. Grandes, poligonales, rosadas con
nacleos excéntricos. Los surcos interlamelares son adicionalmente lleno de células
inflamatorias mononucleares. H&E, barra de = 50 ym. (Imagen de Gaikowski et al. 2013,
modificada y reimpresa con permiso) (Tomado de Wolf et al., 2015).

3.8.2 Alteraciones histoldgicas en el higado

El higado es el 6rgano metabdlico donde se realizan todos los procesos de
biotransformacién de los xenobidticos; dicha capacidad se da gracias a su
posicion estratégica en el sistema circulatorio. Al superar el nivel de
detoxificacion del 6rgano, estos toxicos tienden a acumularse, modificando la
estructura hepatica. Entre las alteraciones mas comunes generadas por las
MC se encuentran: degeneracién plumosa, necrosis, vacuolizacion,
hepatocitos binucleados, hemorragias, dilatacion de sinusoides, turgencia,
células picnoticas y pérdida de macréfagos, (SRH, 2007; Prieto et al., 2008;
Guiannuzzi et al., 2017 y Guzman et al., 2017).

Degeneraciéon plumosa: Esta condicién esta asociada a la colestasis
hepatica, la cual consiste en la disminucion en el flujo de bilis debido a una
obstruccion extrahepatica o bien, a un defecto en la secrecién de bilis por parte
del hepatocito. La alteracion en el flujo de bilis puede conducir inevitablemente
a la retencidn intracelular de los constituyentes biliares (Jaramillo et al., 2006)

(figura 9).
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Figura 9. Reaccion ductular prominente en colestasis aguda (flecha). Se puede observar
inflamacion con neutrdéfilos en el espacio porta y tapones biliares. Ampliacion 400X (H & E)
(Lopez R, 2016).

Necrosis: La necrosis celular se caracteriza por presentar, la cromatina
condensada (picnosis), fragmentada (cariorrexis), retraccion y disolucion del
nucleo (caridlisis), ademas de citoplasma homogéneo y pérdida de la

citoarquitectura (Huancare, 2014) (figura 10).

Figura 10. Infarto grande en el higado del tronco de un pez globo Cyclopterus lumpus. La
obstruccion de una vena hepatica (V) por un trombo (flecha) con necrosis extensa (N) del
parénquima hepatico. Las lineas punteadas identifican los limites entre las areas del higado
afectadas y las menos afectadas. La necrosis extensa que afecta todo el higado puede ocurrir
como un efecto de la toxicosis por microcistina. H&E, barra de = 250 uym. (Wolf et al., 2014).
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Vacuolizacién lipidica o Esteatosis: Se caracteriza por la presencia de
grasa en el higado. Es reconocida morfolégicamente por dos patrones, la
degeneracion macrovesicular caracterizada por la presencia de una gran
vacuola que desplaza el hepatocito y la degeneracion microvesicular

(pequenas vacuolas dispersas en el citoplasma) (Lopez, 2014) (figura11).
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Figura 11. Higado de piraia de vientre rojo cautiva Pygocentrus nattereri, con aumento de
vacuolacion de tipo lipidico. Ademas, muchos hepatocitos contienen pequefios glébulos
intracitoplasmaticos esféricos (flecha en recuadro). Aunque la composicion precisa, la causa
y la importancia patolégica de estas inclusiones eosinofilicas a menudo se desconocen, no
es raro observar tales gotas en los higados de peces clinicamente sanos. Barra = 25 ym (H
& E). (Tomado de Wolf et al., 2015).

Hepatocitos binucleados: Los hepatocitos binucleados son células que no
han completado el proceso de citocinesis. Sin embargo, son la evidencia de
la alta capacidad regenerativa del tejido hepatico, como respuesta fisioldgica
a la exposicion de un agente toxico o xenobidtico (Repetto et al., 2017) (figura
12).
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Figura 12. Secciones de higado de ratén que fueron tratados i.p. durante 30 dias con 25 mg
de MC-LR puro/kg. La microfotografia muestra que los ratones presentaron discariosis
nuclear y un alto grado de binucleacién (flechas) teiidas con H & E, ampliaciéon a 400x
(Tomado y modificado de Andrinolo et al., 2007).

Hemorragia: Se define como la salida de la sangre por su conducto normal o
las venas debido a la ruptura de esta, por una alteracion. Cuando el agente
agresor es un xenobidtico, se caracteriza por un importante dafo al higado
con alteraciones del citoesqueleto, apoptosis y amplias necrosis que derivan

en hemorragias intrahepaticas (Sedan et al., 2013; Godoy, 2014) (figura 13).

Figura 13. Corte histolégico de higado (equino) donde puede observarse vacuolizacion
severa, degeneracion de hepatocitos y hemorragia severa a nivel centrolobulillar (flecha) Bar
=50 um (H & E) (Tomado de Robles et al., 2016).
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Dilatacion de sinusoides: Los canales que conducen la sangre a las venas
hepaticas y que nutren a los hepatocitos son los llamados sinusoides
hepaticos. La dilatacion sinusoidal o bloqueo ocurre cuando las fenestraciones
se aumentan a tal grado que las células sanguineas quedan atrapadas o
logran pasar al espacio intersticial de Disse (espacio perisinusoidal), trayendo
como consecuencia un ensanchamiento del higado, lo cual genera un choque

sistémico en el organismo (Jaramillo et al., 2006) (figura 14).
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Figura 14. Fotomicrografias del higado de Cyprinus carpio (C) Grupo tratado con FP:
contraccion de la vena central (cv), formacion ceroide (*), contraccion citoplasmatica (flecha
delgada), hiperplasia (hp), alteraciéon sinusoidal (sa), hipertrofia nuclear (circulo),, espacio
sinusoidal ensanchado (rectangulo) y hemorragia (flecha gruesa) e infiltraciones eosinofilicas
(e). FP: fipronil, BPFN: buprofezin. Ampliacién 600X, H & E. Barra de escala 100 um (Tomado
de Qureshi et al., 2016).

Turgencia: La turgencia es el abultamiento o hinchamiento de las células;
esta condicidn se caracteriza por la visualizaciéon del reticulo endoplasmatico
liso afectado, al reticulo endoplasmatico rugoso dilatado, los ribosomas no
ligados a la membrana y células balonizadas, apareciendo como cambios
estructurales no especificos, de intensidad variable, en respuesta a un dafo

hepatico (Cascales y Ferrandiz, 1987) (figura 15)
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Figura 15. Tejido hepatico de Sable negro (Aphanopus carbo) con pleomorfismo
hepatocelular y nuclear que muestra hepatocitos agrandados con citoplasma granular
disperso (turgencia) (flecha sélida) y nucleos hipertrofiados con cromatina gruesa (flechas).
Barra de = 50 ym (H & E) (Feist et al., 2015).

Perdida de macréfagos: Los macréfagos o células de Kupffer son células
que se encargan de eliminar los formes de la sangre, endotoxinas y
xenobidticos. Cuando estos agentes estan presentes se triplica la cantidad de
estas células. Sin embargo, cuando el agente téxico o agresor se ha
establecido, el numero de células de Kupffer disminuye significativamente
coincidiendo con la aparicidon de una alteracion en la funcion reticuloendotelial

y fagocitica del higado (Claria y Titos, 2004).

3.9 Intoxicacién con MC.

La toxicidad de las MC es acumulativa. Una dosis oral Unica no genera dafos
a nivel hepatico, mientras que la aplicacion de una dosis mas baja durante
mas tiempo contribuye al aumento del peso del higado hasta en un 84%, y
por lo tanto tiene el mismo efecto que una dosis oral unica 16 veces mayor,
debido a que las MC, poseen un enlace covalente irreversible que inhibe la
accién de las fosfatasas proteicas y al dano sustancial de la estructura celular
(Chorus y Falconer, 1998).

Existen dos tipos de intoxicacion principalmente: aguda y crénica; estos dos

tipos de intoxicacion se diferencian principalmente en el tiempo de exposicion
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a la toxina y en la dosis, siendo usualmente los casos agudos aquellos donde
el individuo esta expuesto en un periodo muy corto de tiempo y a dosis altas
generalmente, mientras que los casos crénicos se producen por contactos
frecuentes de éste con la toxina durante un tiempo prolongado y en general a

dosis bajas (Giannuzzi et al., 2017).

Debido a estas caracteristicas diferentes en cuanto a la forma de exposicion
en uno y otro caso, en esas circunstancias, los sistemas y tiempos de
recuperacion con los que cuenta el organismo para manejar esta intoxicacion,
son diferentes; es por ello que los cuadros que se presentan en una

intoxicacién aguda y en una cronica, son diferentes (Guzman et al., 2017).

3.9.1 Intoxicacion aguda con MC.

Son numerosos los casos reportados sobre intoxicacion con MC en animales
domésticos, salvajes, ganado, aves y peces (intoxicaciones graves e incluso
fatales), debido a floraciones de cianobacterias, generalmente después de

haber bebido agua contaminada.

En general, el higado es el érgano mas afectado, mostrando una necrosis
hemorragica extensa, disrupcién sinusoidal, fosforilacion de las enzimas
hepaticas, desestructuracion del citoesqueleto y pérdida del potencial de la
membrana mitocondrial, mediante el aumento de las especies reactivas de
oxigeno (ROS) y el agotamiento del glutation. Estas alteraciones estan
precedidas cuando la toxina es reconocida y transportada a través de la
membrana celular mediante los OATP (Moreno et al., 2003; Rastogi y Sinha,
2014).

3.9.2 Intoxicaciéon crénica con MC.

Este tipo de intoxicacién se caracteriza principalmente por no presentar una
sintomatologia clara y especifica, debido a que la poblacién puede estar

expuesta de forma intermitente y periddica a las cianobacterias y sus toxinas.

29



Dicha exposicién se puede dar por via oral (agua recreacional y de bebida) y

por la ingesta de productos contaminados (Giannuzzi et al., 2017).

Los estudios de toxicidad subcrénicos y crénicos en mamiferos son muy
escasos, principalmente por la poca disponibilidad y alto costo de los patrones
de toxinas. Sin embargo, ensayos realizados en ratones demuestran una
alteracion progresiva a nivel hepatico tras la administracion oral continua de
MC. En peces, la exposicion cronica a floraciones de cianobacterias toxicas
condujo a alteraciones i6nicas y a una reduccién del crecimiento. Otros
aspectos importantes por considerar, es la promocion de tumores tras
exposicion a MC; este hecho se evidencié en ratas cuando se les suministro
MC-LR via intraperitoneal (i.p) y tépica durante varias semanas, aunque las
microcistinas por si solas aun no demostraron ser carcinogénicas (Chorus y
Falconer, 1998; Moreno et al., 2002).

En peces como la Tilapia (O. niloticus), la exposicion subcrénica a MC-LR
procedente de floraciones naturales de cianobacterias administradas
conjuntamente con la comida (simulando la via natural de exposicion),
produce alteraciones histopatoldgicas en higado, rifidén y, en menor medida en
branquias y células de la mucosa intestinal. En branquias, se observaron
hiperemia generalizada y en el intestino hiperplasia y células picnéticas (Prieto
et al., 2008).

Giannuzzi et al. (2017) reportaron la intoxicacion sub-crénica por inyeccion i.p
de 25 pg/Kg peso de MC-LR cada 48 hrs durante un mes a ratones, que
produjeron alteraciones histolégicas importantes en la arquitectura hepatica
como la dilatacion notoria de sinusoides, macrovacuolas lipidicas

intracitoplasmaticas y binucleacién acompafada de discariosis nuclear.

Los problemas de salud asociados a la intoxicacidn por toxinas
cianobacterianas, se basan en numerosos reportes que han demostrado la
fuerte incidencia que tienen estas sustancias sobre la salud humana y

bienestar animal.
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El primer caso de intoxicacion letal en animales fue documentado en Australia
en el afo 1878, cuando el ganado consumié agua de un lago altamente
infestado con cianobacterias, en ese momento se describié "una nata como
pintura verde al 6leo de 2 a 6 pulgadas de espesor no apta para el ganado
bovino y otros animales, que produjo una rapida y a veces terrible muerte" del
ganado bovino, cerdos y perros que habian consumido la nata de un
afloramiento de Nodularia spumigena. Los casos registrados hasta ahi
incluyen al ganado ovino, bovino, caprino, porcino, perros, peces, roedores,
anfibios, aves acuaticas, murciélagos, cebras y rinocerontes (Chorus y
Falconer, 1998).

En Canada4, en los afios 1924, 1945, 1948 y 1949 se reportaron los primeros
eventos de intoxicacidon en ganado, caballo, cerdos, y gato, siendo las
especies Anabaena sp. y Microcystis aureginosa, las principales responsables
de estos envenenamientos. Hammer (1968) reportd que en 1951 un caballo y
nueve perros murieron después de una hora, tras la ingesta de agua

contaminada con florecimientos algales en el lago Delfin-Canada.

En estudios de caso mas recientes reportado por Giannuzzi et al., 2017 en
establecimientos ganadero de Argentina encontraron hallazgos significativos
en bovinos, siendo estos los principalmente afectados en este pais. Se
registraron 4 casos de intoxicacion con Microcystis aureginosa, al encontrarse
células de esta especie en el contenido ruminal de los animales. Los signos
clinicos observados inicialmente fueron agresividad, incoordinacion de
movimientos, diarrea, disnea y muerte. Los parametros bioquimicos que
resultaron con niveles excesivamente elevados de bilirrubina, yGT (gamma

glutamil transferasa) y GOT (transaminasas).

Los hallazgos de necropsia se circunscribieron al higado donde pudo
observarse hepatomegalia, patrén lobulillar acentuado y sangre libre en
intestino. El estudio histopatologico reveld la presencia de necrosis

hemorragica centrolobulillar, con proliferacion de conductos biliares.
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Finalmente, en el 25% de los casos informados se reportaron muertes subitas,

donde murieron 73 animales de un total de 170 en un lapso de 24 hrs.

En el Complejo Cenagoso del Bajo Sinu (CCBS), un cuerpo de agua natural
en Colombia, Herazo et al., 2016 reportaron la presencia de MC a
concentracion de 1,524 + 0,548 ug.L " en aguay 0,109 + 0,031 ug.g™ en tejido
muscular de tilapia nilética (O. niloticus), datos que superaron hasta 5 veces
la ingesta diaria tolerable (IDT) definida por la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS); Guzman et al., 2017, reportaron alteraciones histologicas
asociadas a MC en higado y branquia de Tilapia (O. niloticus) en el CCBS, las
cuales se clasificaron en inespecificas y especificas como se presentan en la
Tabla 3.

TABLA 3. Lesiones asociadas a microcistinas en érganos diana (branquias e higado) de
peces (Prieto et al., 2008; Gutierrez et al., 2012; Guiannuzzi et al., 2017).

Lesiones histopatolégicas en branquias Lesiones histopatolégicas en higado
por MC por MC
Inespecificas Especificos para MC Inespecificas Especificos para MC
Degeneracion del , . o
gfilamento Atrofia lamelar Inflamacion Degeneracion plumosa
— acortamiento — -
Inflamacion ( ) Infartos biliares Necrosis
Hemorragia Perdida de la funcion Hepatomegalia Vacuolizacién
Necrosis lamelar lamelar Desestructuracion tisular | Hepatocitos binucleados
Hiperplasia de las . . .
perpasi Hiperemia Melanomas Hemorragia
laminillas
Hiperplasia Fusién de lamelas Infiltraciones Dilatacién de sinusoides
. . Degeneracion de
Perdida de citoplasma .
P lamelas Tumores Turgencia
Desestructuracion tisular Telangiectasia

Los problemas de la salud humana asociados con intoxicacion, estan
relacionados con el agua de consumo; la ingesta de productos contaminados
(peces, moluscos, crustaceos, etc.) o por contacto directo con aguas
contaminadas, de este modo son varios los casos que han evidenciado la
gravedad del asunto (Cong, 2015) (Tabla 4).
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TABLA 4. Casos documentados de intoxicaciones humanas asociadas con cianotoxinas
(Tomado de Cong, 2015).

Fuente de
exposicion

Ao Pais Descripcion del caso

Enfermaron alrededor de 8,000 personas cuya agua potable provino de
1931 | USA los afluentes del rio Ohio, donde habia un gran florecimiento de
cianobacterias
Se document la presencia de enfermedades gastro intestinales (Gl) en
asociacion con floraciones masivas de cianobacterias
Enfermaron gravemente y fueron hospitalizadas 141 personas
1979 | Australia | asociadas con floraciones toxicas en el reservorio de agua potable, que
habia sido tratada con sulfato de cobre
Enfermaron alrededor de 2.000 personas y murieron 88 asociadas con
1988 | Brasil cianobacterias toxicas en el depdsito de agua potable después de una
inundacion
Se encontrd6 una mayor incidencia de cancer de higado en 13
1993 | China poblaciones que usan aguas superficiales donde se encontraban
cianobacterias en lugar del agua subterranea
Enfermaron (calambres gastrointestinales y musculares) 121 (de 304)
habitantes de una aldea cuyo suministro de agua potable se cruzé
accidentalmente con agua de rio no tratada y contaminada con
cianobacterias.
Enfermaron (dolor de cabeza, dolores musculares, gastrointestinales)
1959 | Canada | 13 personas después de la exposicion recreativa a la floracion de
cianobacterias
Enfermedad en soldados entrenando en agua con floraciones
cianobacterianas; 2 desarrollaron neumonia grave.
Humanos enfermos (gastrointestinal) asociado con el contacto
recreativo con aguas con cianobacterias.
Enfermedad Gl e irritacion dérmica asociada con la exposicidn
recreativa a un evento CHAB en Nebraska.
Escalofrios, fiebre, hipotension en 23 pacientes en dialisis en
Agua utilizada | 1974 | USA Washington, D.C., asociados con cianobacterias en una fuente de agua
para local.
hemodialisis. 1996 | Brasi Muerte de 52 pacientes en didlisis y enfermedad de otras 64 asociadas
rasil : o o
con toxinas de MC en el agua utilizada para didlisis.

1968 | USA

Agua potable

1994 | Suecia

Agua 1989 | Inglaterra
recreativa

1995 | Australia

2004 | USA

3.10 TECNICAS HISTOLOGICAS.

En términos generales la técnica histolégica incluye una serie de procesos
quimicos para observar las células al microscopio tal como se presentaban en
el momento de su fijacion. La fijacion mediante la inmersion en soluciones
quimicas como el formaldehido, coagulen el protoplasma. La rapidez en la
accién es esencial, para evitar que las figuras de los tejidos y células se
distorsionen ante la autolisis; la perfusién del fijador a través de los canales
vasculares es preferible a la inmersién de los tejidos enteros. Para formar

bloques donde los tejidos estan infiltrados se utiliza diferentes medios:
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parafina, celiodina (o congelacion), se solidifican formando un bloque que
contiene el tejido. Con un micrétomo se obtienen cortes de los bloques de 4 a
5 ym. Las secciones del tejido se tifien una vez han sido fijadas en las ldminas
de vidrio. La tincion puede hacerse con una variedad de colorantes o con

ciertas sales metalicas (Windle, 1977).

Algunos componentes celulares, sobre todo la cromatina nuclear son basdfilos
(tienen afinidad con los colorantes basicos, como la hematoxilina). Otros
componentes de las células y sustancias intercelulares son aciddfilos (tifien
con colorantes acidos, como la eosina). Los cortes coloreados se
transparentan con aceites o solventes, como el xilol. Finalmente se cubren
con una gota de un medio transparente de montaje que tiene casi el mismo
indice de refraccidon que la ldmina de vidrio y el portaobjetos entre las cuales
se preserva el tejido. La técnica histolégica que acaba de describirse es la que

mas se utiliza en las preparaciones que se estudian en clase (Windle, 1977).

“El método libre de xilol representado en la figura 16, es equivalente al
procesamiento rutinario de tejidos” (Mojica, 2012), pero menos téxico, ya que
se ha demostrado que esta sustancia constituye riesgo teratogénico
(American Public Health Association, 1975).

e
Parafina
120 min
Parafina
90 min
\ <~
Parafina Parafina
. .

Figura 16. Procesamiento libre de xilol (Mojica, 2012).
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En Suecia, Fakelholm (1996) desarrollé6 un método de procesamiento de
tejidos libre de xilol encaminado a afrontar los problemas actuales de los
laboratorios de patologia: disminucion de costos, disminuir el tiempo de
procesamiento y mejorar el ambiente laboral. El método consiste en utilizar
tejidos fijados en formol y procesarlos realizando un paso de 30 minutos en
agua y posteriormente seis bafios sucesivos en alcohol isopropilico

terminando en cuatro pasos por parafina (Fakelholm, 2001; Mojica, 2012).

Para realizar el proceso de desparafinizacion de las laminas antes de la
coloracion, se utiliza calor y agua mezclada con detergente para platos, el cual
agiliza el proceso comparado con el método convencional que utiliza
incubadora y posteriormente xilol y rehidratacién con alcohol etilico (Mojica,
2012).

35



4 MATERIALES Y METODOS.

Estudio descriptivo de caracter retrospectivo, sobre la frecuencia y grado de
severidad de las alteraciones en tejido hepatico y branquial de (P.

magdalenae) causado por MC, con muestreos aleatorio simple.

4.1 AREA DE ESTUDIO

El estudio se realizé en el Complejo Cenagoso del Bajo Sinu (CCBS),
Departamento de Coérdoba, Colombia (figura 17). Este se encuentra ubicado
sobre la margen derecha del Rio Sinu, al Norte del Departamento de Cérdoba
entre los 75° 55’ y 75° 35’ de longitud Oeste y los 8° 47’ y 9° 15’ de latitud
Norte (Mogollon, 2011) .

Las ciénagas objetos de estudio en el CCBS, fueron San Sebastian (SSEB) y
Momil (MM) en las cuales se realizaron muestreos entre septiembre y marzo
del 2018, abarcando dos periodos climaticos predominantes en la region

(época seca y época de lluvias).

La Ciénaga de San Sebastian (figura 18), se encuentra a una Latitud
9°13'26.89"N y a una Longitud de 75°46'31,44"W, es el sistema lenitico mas
cercano al rio Sinu conectado a este por el Cafio Aguas Prietas. Al estar tan
cerca del rio, es un sistema que modifica fuertemente sus niveles, ya que
cuando el CCBS disminuye su volumen, como ocurre después de noviembre,
lo hace a través del Cafio Aguas Prietas. Al mismo tiempo por esta via es que
el CCBS recibe importantes aportes del rio cuando los niveles del mismo se
ven elevados en meses de mayor produccion eléctrica en el desembalsado de
Urra |. Esta ciénaga esta cerca del casco urbano de San Sebastian por lo que

recibe directamente las aguas servidas del municipio (Mogollon, 2011).

La Ciénaga de Momil (figura 19) se encuentra ubicada al norte del
Departamento de Coérdoba, pertenece a la sub-region de la Ciénaga Grande
del Bajo Sinu, entre las coordenadas geograficas a los 9°14’16” LN y los
75°36°30” LW, con una altura de 20 msnm (Mogollon, 2011).
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Las condiciones que presenta el CCBS corresponden a un cuerpo de agua
rico en materia organica, en su mayoria aportada por la entrada constante de
nutrientes provenientes de actividades agricolas (Gomez y Cajiao, 1991;
Salazar, 2008; Aguilera, 2011). El continuo aporte de nutrientes que genera
esta actividad favorece el desarrollo de florecimientos de cianobacterias en
este cuerpo de agua, lo que lleva a modificar sus condiciones organolépticas,
a reducir el oxigeno disuelto, y alterar la estética del paisaje (Estévez, 1988).
Lo anterior corresponde a los resultados que pueden esperarse de cualquier
florecimiento de cianobacterias; sin embargo, es importante tener en cuenta
que se podrian estar liberando cianotoxinas de manera continua, las cuales
afectan a las poblaciones de peces y otros organismos acuaticos y constituyen
un factor de riesgo para la gente que, por exposicidbn ocupacional o

recreacional, entren en contacto con ellas (Roset et al., 2001).
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Figura 17. Estaciones de muestreo en el Complejo Cenagoso del Bajo Sinu, Coérdoba-
Colombia. Los puntos de muestreo estan representados con el indicador de color rojo.
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Figura 18 Panoramica de la Ciénaga de San Sebastian Cérdoba (Foto JE. Barrios, 2017).

Figura 19 Panoramica de la Ciénaga de Momil, Cérdoba (Original, 2017).
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4.2 FASE DE CAMPO.
4 2.1 Establecimiento de las estaciones de muestreo.

Las estaciones de muestreo fueron definidas por el estado de eutroficacion
presente en la zona, estudios previos en estas zonas, la facilidad de acceso y

la presencia de pescadores en cada sitio de estudio.

Se procedié al registro de parametros fisico/quimicos in situ: temperatura
(t°C), transparencia (cm) con disco Secchi. La conductividad (us.cm™), el
oxigeno disuelto OD (mg.L") y pH (unidades de pH), fueron medidos con una
sonda multiparametros (HACH: Referencia HQd/InteliCAL™ Rugged Field
Kit).

4.2.2 Definicion del tamaino de la muestra.

Se recolectaron 113 peces vivos de P.magdalenae, con peso de captura de
200 £ 5 gramos, tamafo de muestra que fue calculado usando la férmula
(Bhujel, 2008; Blas et al., 2008):

2

n = 3,8416 * (%)

Doénde:

n: tamano de la muestra necesario
o: desviacion estandar estimada de la media de la variable
E: error aceptado o precision deseada

Para determinar la proporcion de los peces con lesiones asociadas con
cianotoxinas se utilizé la expresién de la desviacion estandar estimada (sigma
o), que deriva de la férmula anterior, asi:

1-p)

n=3,8416xp * 52

Teniendo en cuenta estudios previos (Herazo et al, 2016; Guzman et al.,
2017), se asumio 90 a 95% la proporcion o prevalencia esperada (p) de peces

con toxina positiva.
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4.2.3 Obtencion de la muestra en campo.

Para la determinacion de las lesiones en branquias e higado asociadas a MC,
113 peces fueron seleccionados aleatoriamente a lo largo de 6 meses; en
cada muestreo se procedio a la eutanasia por choque térmico, con el propésito
de evitar el sufrimiento y preservar los érganos de interés (higado y
branquias); se registraron los signos clinicos macroscopicos externos.
Posteriormente se hizo el registro biométrico utilizando una balanza marca
Ohaus® y wun Ictibmetro, una vez registradas las caracteristicas
morfométricas, se extrajeron los tejidos branquial y hepatico, para su posterior
fijacion en formalina (formaldehido tamponado al 10%) en una relacion 1:10

por 72 horas y luego transferidos a etanol al 70%.

Finalizado el proceso de extraccion de érganos, los peces fueron descartados
siguiendo el protocolo del Manual Basico de Sanidad Piscicola — y el capitulo

de las consideraciones de higiene (FAO, 2011).

4.3 FASE DE LABORATORIO.

La primera parte del procesamiento de las muestras histolégicas, se llevo a
cabo en el Laboratorio de Sanidad Acuicola y Calidad de Agua de la
Universidad de Coérdoba. Se procedié de manera manual a la inclusion en
bloques de parafina de primer uso (Mojica (2012), modificado de Vallejo y
Newmark (1999), como se esquematiza en la figura 20, embebiendo en un
solo bloque el tejido branquial sin material cartilaginoso y tejido hepatico por

cada individuo.

Proceso histolégico:
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Figura 20 Protocolo de histologia libre de xilol, estandarizado en el laboratorio de Sanidad
Acuicola y Calidad de Agua adaptado de Mojica, 2012; Vallejo y Newmark, 1999.

Las placas histologicas fueron procesadas en el Laboratorio de Patologia
Animal del ICA, sede Bogotda, con un grosor de 4 um y coloraciéon estandar

con hematoxilina & eosina (H&E).
Estudio de los cortes histologicos.

Se observaron 113 tejidos de branquias y 113 tejidos de higado de los
individuos examinados (placa por individuo), cada placa fue examinada en
10X y 40X (100X para casos no muy claros). Posteriormente se realizd un
barrido y registro fotografico de cinco campos visales en 10X y 5 en 40X, se
procedid a la identificacion de las lesiones y diferenciacion entre artefactos y

alteracion, para minimizar errores en el diagnostico.

Se caracterizaron las alteraciones tisulares y celulares de dos formas; la
primera con grado de severidad (I, I, Ill y IV) y la segunda como variables

dicotodmicas presencia (1) /ausencia (0), registrandolas en una base de datos.

Para la cuantificacién del grado de severidad, se utilizdé un criterio arbitrario
semicuantitativo asi: se dividié imaginariamente el campo visual (cv) en cuatro
cuadrantes y se otorg6 una calificacion de 0,25, 0,50, 0,75 y 1,0, segun la
cobertura de la alteracién, como se muestra en la figura 21, tabla 5. Se

observaron cinco campos visuales en 10X y cinco campos visuales en 40X,
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obteniendo un dato promedio en cada uno de los 5 campos en 10X (Vallejo y
Neumark, 1999).

Campos visuales

Grado |

0,25 0,50 0,75 1,00

Figura 21 llustracion de la metodologia realizada para la determinacién del grado de
severidad propuesta por Vallejo y Neumark (1999). Cuadrantes comprometidos en el campo
visual.

TABLA 5. Criterios empleados para cuantificar el grado de severidad.

Frecuencia de aparicion en 5 campos visuales (%)

Cobertura Escala de valoracion
Grado (promedu‘)’ Ic;i ac;::)o campos Severidad
Cero (0) no se detectan alteraciones
celulares y tisulares
Uno (1) Menos de 25% Eventual
Dos (Il) 25y 50% Leve
Tres (Il) 50y 75% Grave
Cuatro (IV) mayor del 75% Severo

4.3.1.1. Determinacion de los cambios histoldgicos asociados a MC’s.

Para determinar la presencia de los cambios histolégicos en branquias e
higado de P. magdalenae, se utilizd el atlas de histopatologicos de peces
sanos Yy publicaciones cientificas de referencia. Los 6rganos branquiales e
higado de ciento trece (113) peces fueron examinadas bajo el microscopio

optico a 10X y confirmadas en 40X o 100X.

Para determinar la correspondencia entre los cambios histoldgicos

observados y los cambios histologicos de las referencias bibliograficas,
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asociadas a MC’s, se asumi¢ el criterio dicotomico presencia (1) y ausencia
(0) (Anexo 1), asi:

indice de correspondencia (IC) de los cambios histolégicos asociados a MC’s:

# de cambios histoldgicos observados en branquias (B)

IC (b ias) =
(branquias) 6 tipos de cambios histoldgicos reportados en la literatura

# de cambios histoldgicos observados en higado (H)

IC (higado) =
(higado) 8 tipos de cambios histolégicos reportados en la literatura

(# de cambios histolégicos en B) + (# de cambios en H)

IC (6 di =
(6rganos diana) 14 cambios histologicos reportados en la literatura B + H

Una vez hallada la correspondencia individual, se procedid a realizar el
histograma de frecuencias (n= 113 observaciones), en la poblacién de
bocachico del CCBS.

4.4 ANALISIS DE DATOS.

Los registros de las variables fisicas y quimicas obtenidos en campo fueron
organizados en una hoja de calculo y analizados con el software estadistico
XLSTAT: v.2019. Se procedio a obtener el resumen de estadistica descriptiva
(media, mediana, minimo, maximo, desviacion estandar y variancia), prueba
de normalidad (Shapiro-Wilk) y prueba no paramétrica Kruskal-Wallis. Las
diferencias entre cada una de las variables estudiadas fueron consideradas

significativas a partir de un nivel de confianza del 95% (p<0,05).

El estado tréfico de las ciénagas estudiadas se obtuvo, mediante la formula
del indice del estado trofico de Carlson (1977) o TSI (Trophic state Index),
modificada por Aizaki et al (1981) utilizando el promedio de las transparencias
registradas con el disco Secchi (DS).
3,76 — 1,57InDS*

In2,5
La correlacion entre las variables independientes (fisicas y quimicas) y las

TSI(Disco Secchi) = 10 = (2,46 +

variables dependientes (alteraciones histologicas observadas), se realizo
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mediante estadistica no paramétrica aplicando el analisis de componentes

principales (ACP), con el paquete estadistico XLSTAT v. 2019.
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5 RESULTADOS

5.1 CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS DE LOS PECES.

Las principales caracteristicas biométricas de los peces examinados se
presentan en la Tabla 6. El promedio de la talla y peso de las muestras
recolectadas estuvieron entre 24,59 + 238 cm y 230,81 + 72,27 ¢
respectivamente, con un factor de condicién (FC) promedio de 0,0140 +
0,0107, evidenciando diferencias significativas (p<0,05) entre las estaciones
de Momil y San Sebastian (Anexo 1). El maximo valor del FC se registro para
Momil con un promedio de 0,0249 £ 0,0019 y San Sebastian con FC de 0,0032
+ 0,0004.

TABLA 6. Caracteristicas biométricas y fisicas de los peces en este estudio.

San Sebastian Momil General
2017-2018 Talla Peso prom [Talla Peso  prom |Talla  Peso Prom
(cm) FC (cm) FC (cm) FC
(9) (9) (9)

Septomre 7OTEA0 27 3078 00084[ 282 337 00254| 276 3308 00
Ds 1175 34418 00003| 102 42253 00020| 12 443 0,011
Promedio 271 2954 00032| 268 208 00248| 269 2967 00140
Octubre Ds 0801 20774 00002 0911 1396 00018] 08 227 0,011
Novomye POTEd0 2434 2015 0002 222 1727 00246| 232 1871 00139
Ds 0753 20738 00002| 0841 23547 00012| 14 262 0,0002
oo Promedo 211 1767 00100 20 157.2 0,0268| 22,9615 187,6923 0,0130
Ds 7578 68282 0021| 7,608 68832 0009| 15224 324587 0,0107
Promedo 24 215 00035| 235 2088 00250| 237 2119 00143
Febrero Ds 1693 53085 00002 1389 39194 00019| 15 455 0,0111
Promedo 232 140 00026| 218 1712 00255| 225 1556 0,0140
Marzo Ds 0537 14016 00027| 1342 26012 00016] 12 259 00118
Total Promedio 24,88 22735 0,0032| 2420 23432 00249| 2459 23081 0,0140
general Ds 199 67,849 00004| 2726 78020 00019 238 7227 0,0107

Las alteraciones morfolégicas macroscopicas externas e internas detectadas

en los peces, se sefialan en la Tabla 7.
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TABLA 7. Alteraciones macroscopicas en las muestras de P. magdalenae de Momil y San
Sebastian entre septiembre 2017 y marzo del 2018.

- - Estacion Muestreos Estacion Muestreos

Caracteristicas morfoldgicas NMomil San Sebastian

macroscopicas (n=56) (m=6) (n=57) (m=6)
Oscurgglmlento anormal de la 29% 6/6 79% 6/6
superficie corporal
Escamas deterioradas 29% 3/6 74% 6/6
aErr:(r)Ojemmlento y prominencia de 0% 06 1% 2”6
Branquias laceradas y 0 0
ennegrecidas % 3/6 2% 16
Branquias con exceso de m.o 21% 4/6 28% 6/6
Hemorragia en branquias 14% 3/6 74% 5/6
Higado hipertrofiado 36% 4/6 53% 5/6
Higado palido 4% 1/6 14% 1/6
Higado ennegrecido y con 18% 36 53% 36

manchas multifocales

Las alteraciones macroscopicas internas observadas, sefalan en branquias
un cuadro hemorragico (figura 22) en un 74% de la poblacion estudiada para
la estacion de San Sebastian, siendo este el valor mas alto entre estaciones

de muestreo.

: 5 N AR 1: N AR L4
Figura 22. Cuadro hemorragico en branquias de bocachico en el CCBS, durante septiembre
del 2017 y marzo del 2018.

En el caso del higado, se observé hipertrofia hepatica entre un 36% y 53%,
para San Sebastian y Momil, respectivamente; en la estacion de San
Sebastian se presentaron higados oscurecidos, con manchas multifocales en

el 53% de las muestras analizadas (figura 23).
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Figura 23. Alteraciones macroscopicas en higado de bocachico P. magdalenae en el CCBS
(2017-2018). A) Higado hipertrofiado; B) Organo hepatico oscurecido (Foto de DS. Herazo).

5.2 ALTERACIONES HISTOLOGICAS DE BRANQUIAS E HIGADO DE
LOS PECES.

5.2.1 Lesiones especificas para toxicidad por MC en branquias
= Atrofia de las lamelas:

Se observd el acortamiento de las lamelas en un 57% de las muestras

analizadas, como se observa en la figura 24A.
Perdida de funcion lamelar:

Se observé pérdida total de las laminillas branquiales, observa en la figura

24B. El 49% de las muestras estudiadas corresponden a esta lesion.
» Hiperemia:

Se observé un gran volumen longitudinal de células sanguineas, como se
observa en la figura 24C, Esta lesidn en general se encontr6 en el 44% de las

muestras estudiadas.
=  Fusiéon de lamelas:

Se observo congestidon lamelar y adhesidn parcial de las lamelas adyacentes,

como se observa en la figura 24D, en los tejidos estudiados se encontraron
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fusiones parciales, medias y totales representando un 39% de las muestras

analizadas.
= Degeneracion de lamela:

Se observd congestion, alargamiento, perdida parcial de las laminillas
branquiales y desprendimiento del epitelio (figura 24E). Esta lesion representa

un 34% de los tejidos analizados.
» Telangiectasia o aneurisma:

Esta lesion se presentd en un 33% de las muestras estudiadas. En los tejidos
se observo la dilatacion y acumulacion de eritrocitos en la parte apical de los

capilares (figura 24F).

5.2.2 Distribucién de frecuencias y grado de severidad en tejido branquial.

Como se observa en la distribucién de frecuencias por lesiéon y por grado de
severidad en branquias, (figura 25), hasta el 57% de las muestras de

branquias presentaron algun tipo de lesion histolégica.

Las lesiones inespecificas mas frecuentemente observadas fueron hiperplasia

de células del filamento (55%), necrosis (39%), perdida del citoplasma (30%).

En relacion a las alteraciones histopatoldgicas asociadas con MC: la atrofia
lamelar, pérdida de funcion lamelar, hiperemia, fusibn de lamelas,
degeneracion en lamelas y telangiectasia, se presentaron entre el 33 y el 57%
de los tejidos analizados. Entre los hallazgos graves y severos la frecuencia o
prevalencia minima fue del 13% y la maxima de 34%, como se observo en

hiperemia.
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Figura 24. Lesiones de las branquias asociadas a MC en P. magdalenae del CCBS entre
2017 y 2018 (H&E; 40X; Bar: 50 uym). A) Atrofia lamelar (flechas); B) Perdida de funcion
lamelar (flecha); C) Hiperemia ; D) Fusion de lamelas (flecha); E) Degeneracion de lamelas
(circulo); F) Telangiectasia o aneurisma A .
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Figura 25. Frecuencia y grado de severidad de los cambios histoldégicos observados en
branquias de bocachico P. magdalenae en el CCBS durante septiembre de 2017 y marzo de

2018.
5.2.3 Lesiones especificas para toxicidad por MC en higado

= Degeneracion plumosa:
Se presentdé acumulacion de bilis alrededor de la vena porta; como se observa

en la figura 26A. En el 53% de los hallazgos encontrados se pudo evidenciar

significativamente esta lesion.

= Necrosis

Células en cariorrexis, picnosis y pérdida de la citoarquitectura del higado en

el 38 % de las muestras observadas.

» Vacuolizacién:
Se observaron vacuolas macrovesiculares en todo el tejido (figura 26B). El

30% del total de muestras estudiadas corresponde a esta lesion.

» Hepatocitos binucleados:
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Se observaron hepatocitos en citocinesis o division celular, pudiendo
identificar hepatocitos binucleados (figura 26C). Esta lesion se present6 en un

29% de las muestras analizadas.
» Hemorragia:

Se observo una alta concentracion de células sanguineas de forma parcial,
como se muestra en la figura 26D. El 26% de las muestras estudiadas

corresponden a esta alteracion.
= Dilatacion de sinusoides:

Esta lesion se observo en el 23% de los tejidos analizados, se caracteriza por
la dilatacion o el ensanchamiento de los canales sinusoidales, como se

observa en la figura 26E.
» Turgencia:

Se observo el abultamiento o hinchamiento parcial de los hepatocitos (figura
26F). Esta patologia representa el 18% de los hallazgos encontrados en los

tejidos analizados.

Como se observa en la Figura 27, la distribucion de frecuencias por lesion y
por grado de severidad en el higado, el 53% del total de las muestras
estudiadas en higado presentaron degeneracién plumosa, de las cuales el

20% y el 22% corresponden a grado lll (grave) y IV (severo) respectivamente.

Hasta el 53% de los tejidos hepaticos observados, presentaron algun tipo de
lesion histologica. La figura 27 muestra la distribucion de frecuencias por

lesion y frecuencia acumulada por grado de severidad.

Las lesiones inespecificas mas frecuentemente observadas fueron nucleos
prominentes (53%), Hipertrofia (49%) cariorrexis (29%), infiltracion (25%), y

hepatocitos anucleado fue la lesion con hallazgos por debajo del 5%.

51



Figura 26. Lesiones del higado asociadas a MC en P. magdalenae del CCBS entre 2017 y
2018 (H&E; 40X; Bar: 50 ym). A) Degeneracion plumosa ; B) Vacuolizacion (flechas); C)
Hepatocitos binucleados (flechas); D); Hemorragia ;E) Dilatacion de sinusoidesA; F)
Turgencia (flechas).
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5.2.4 Distribucion de frecuencias y grado de severidad en tejido hepatico.

En relacion a las alteraciones histopatoldgicas asociadas con MC:
degeneracion plumosa, necrosis, vacuolizacién, Hepatocito binucleado,
hemorragias, dilatacion de sinusoides y turgencia, se presentaron entre el
53% y el 18% de los tejidos analizados. Entre los hallazgos graves (lIl) y
severos (IV), la prevalencia minima fue del 13% y la maxima de 44%, como

se observo en degeneracion plumosa.

60%

50% 1%
B o= 2t
40%
17%
= 30% °
’ o w3
20% S gy * o oqgn  1M% 4% gy
12% 0 5%
10% B gy i W
2% 4% , 8 L, 5% 9% 7% .
0% 3% 4% 4% TP 4% 3% © 2% 5% gy gy %
5 € ¢ ¥ B E E 2 B T E 8 D
= & £ 5§ § 6 2 8 3 2 g 2 5
<C k= = = a o S © o > 7] T
[oX T [ 3] = [} > =] T
e T I < E S LS = ' s I =
I T r = =2 & I T & T 09
T T T T T
I
Inespecificos Especificos para MC

CAMBIOS HISTOLOGICOS EN HIGADO
GRADO | GRADO || GRADO Il GRADO IV

Figura 27. Frecuencia y grado de severidad de los cambios histoldégicos observados en
higado de bocachico P. magdalenae en el CCBS durante septiembre de 2017 y marzo de
2018.

5.2.5 Correspondencia (coincidencias) entre los hallazgos y las lesiones
asociadas a MC'’s, reportadas en la literatura.

El Anexo 2 presenta la matriz de datos de hallazgos histolégicos de interés,
resumido en la figura 28, representando la distribucién de frecuencias de los
hallazgos histolégicos asociados a la exposicion por MC’s, en las 113
observaciones de branquias e higado y su indice de correspondencia con las
lesiones atribuibles a MC, referenciados por Prieto et al., 2008; Andrinolo et
al., 2008; Gutierrez et al., 2012; Guianuzzi et al., 2017.
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En las branquias, el 24% de las muestras presentaron indice de
correspondencia de 0,2; es decir, sola 1 coincidencia de 6 lesiones
reportadas; por su parte, 36% de las muestras presentaron entre 1 y 2
coincidenciascon las lesiones dereferencia y 64% de las observaciones

coincidieron con 2 o mas lesiones de referencia para MC’s

En resumen, el 85% de las muestras examinadas presentaron al menos 4
coincidencia de las 14 ateraciones histoldgicas reportadas en la literatura (fig.
28C).

Branquias Higado Branquias e higado
40 -+ - 120% 60 - - 120% 70 - - 120%
gg T - 100% 50 - I - 100% 60 - I - 100%
4 50 4
§ 25 | - 80% § 40 g | - 80% § pe - 80%
220 - - 60% 230 - - 60% g | - 60%
3 15 | I 3 30 -
£ - 40% i 20 M - 40% & g0 - 40%
5 - 20% 10 - 20% 10 - I - 20%
0 - - 0% 0 - - 0% 0 - - 0%
AN I © o N I © o AN ¥ © o
> > >
@© @© @©
S S S
> > >
Correspondencia con dafio Correspondencia con dafio Correspondencia con dafio
por MC por MC por MC
= Frecuencia mm Frecuencia mm Frecuencia
% acumulado % acumulado % acumulado

Figura 28. Indice de correspondencia (IC) entre los hallazgos en P. magdalenae en el CCBS
entre septiembre de 2017 y marzo de 2018, y las lesiones histoldgicas de branquias e higado
en peces expuestos a MC’s, reportados en la literatura.

5.3 PARAMETROS FIiSICO-QUIMICOS EN EL MEDIO ACUATICO DEL
CCBS, DURANTE EL ESTUDIO.

El Anexo 3 presenta los registros de las variables ambientales fisicas y

quimicas.
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5.3.1 Temperatura.

Para el presente estudio la temperatura registro valores promedios de 29,7 +
0,938 y 31,2 £ 0,714 para San Sebastian (SSEB) y Momil respectivamente,
evidenciando diferencias significativas (p<0,05) entre estaciones de muestreo.
Los rangos de menor valor se presentaron para el mes de noviembre tanto
para SSEB (28,2 °C), como para Momil (30,4°C), y los de mayor valor se
registraron para SSEB en el mes de marzo (30,8°C), y Momil (32,1°C) en el

mes de enero (figura 29A).

5.3.2 Transparencia.

La transparencia del agua esta dada por la lectura de los valores incidencia
luminica obtenidos con el disco secchi, no se encontraron diferencias
significativas (p<0,05) entre estaciones, para SSEB esta variable se presento
con un valor promedio de 64, 17 + 57,39, registrandose rangos de menor valor
en los meses de febrero (20 cm) y marzo (15) y el mayor valor en el mes de
octubre (150 cm). En Momil se obtuvo una transparencia promedio de 54,67
+ 30,40 presentando los rangos de menor valor en los meses de febrero y
marzo con valores de 25 y 13 cm respectivamente, y el valor mas alto en el

mes de octubre (90 cm), (figuro 29B).
TSI de las ciénagas de San Sebastian y Momil

Se remplaza el DS por el valor promedio en metros obtenido en las estaciones

de estudio, San Sebastian (1) y Momil (2), asi:

3,76 — 1,57In(0,6417)"
In2,5

TSI(Disco Secchi) = 10 = (2,46 +

TSI(Disco Secchi) = 73,24
3,76 — 1,571n(0,5467)"

In2,5

TSI(Disco Secchi) = 10 = (2,46 +
TSI(Disco Secchi) = 75,98
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5.3.3 Conductividad (us.cm™)

En la Ciénaga de SSEB los valores de conductividad promedio obtenidos
fueron 377,333 £ 177, 662, mientras que en la ciénaga de Momil los valores
fueron 351,333 £ 93,820 (figura 29C), sin presentar diferencias significativas
(p<0,05) entre estaciones. En la ciénaga SSEB los rangos de mayor valor de
conductividad se presentaron para los meses de febrero y marzo (572 y 582
ps/cm) respectivamente, mientras que el de menor valor se presento en el
mes de septiembre con un valor de 183 ys.cm™. En la ciénaga de Momil se
registraro un mayor valor para los meses de febrero y marzo (431 y 485 ps/cm)
respectivamente, mientras que para el mes de septiembre se obtuvo el menor

valor 251 us/cm.

5.3.4 Oxigeno disuelto (mg.L™).

En la estacion de SSEB se presentaron valores promedio de oxigeno de 2,7
+ 3,08 mg.L' y para Momil un promedio de 6,25 + 1,72 sin diferencias
significativas (p<0,05) entre las estaciones, obteniendo el mayor valor para la
estacién de SSEB en el mes de marzo (8,1 mg.L-") y el menor para el mes de
octubre con un valor de 0,27 mg.L"". Para Momil el mayor valor fue en el mes
marzo con valor de 7,96 mg.L™', mientras que el menor valor se registré en el

mes de enero 2,93 mg.L™" (figura 29D).

5.3.5 pH.

La ciénaga de SSEB presentd valores promedio de pH 6,98 + 0,56 y en Momil
valores de 7,22 + 0,35 sin diferencias significativas (p<0,05) entre las
estaciones de muestreo. Encontrandose en SSEB el menor valor de este
parametro en el mes de enero (6,39) y el mayor en el mes de marzo (7,80),
mientras que para Momil los meses donde se registré el mayor valor fue en el
mes de febrero (7,71) y el menor valor para el mes de octubre (6,90)

comportamiento que se puede observar en la figura 29E.
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Figura 29. Comportamiento de los parametros fisico/quimicos durante los meses de
septiembre 2017 a marzo 2018 en el CCBS. A) Temperatura B) Transparencia C)
Conductividad D) Oxigeno disuelto E) pH.
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5.4 CORRELACION DE LAS VARIABLES FISICO-QUIMICAS DEL AGUAY
LAS ALTERACIONES HISTOLOGICAS.

En la figura 30 se representa el ACP, en el cual, la transparencia (cm),
conductividad (us.cm™) y pH (F1 horizontal), aportaron al modelo explicativo
(63,68 %), de manera positiva (coordenada derecha) o inversamente
(coordenada izquierda), para los hallazgos histolégicos, asociables a MC’s: B-
AtrofLam., B-PerfnLam., B-Hiperhem., B-Telange., H-DegPlum., H-Necrosis,
H-HepatBinucl., H-Hemorr., H-DilatSinus. y H-Turg.. En la componente F2,
con aporte del 30,36% como variables explicativas el OD (mg.L") y la
temperatura (°C), con H-Vacuol., H-HepatBinucl., H-Hemorr. y de nuevo H-

DilatSinus. El analisis de correlacion se presenta en el Anexo 5.3 .

Este resultado tiene particular significado, porque confirma que las variables
ambientales (transparencia, la conductividad y el pH) influyen directa o
indirectamente sobre los organismos vivos, favoreciendo el desarrollo de
florecimientos de cianobacterias e incidiendo en los tejidos de barrera

(branquias) y de absorcion (higado) (figura 30, Anexo 5.5).

Variables (ejes F1y F2: 84,04 %)

-1 -0,75 -0,5 -025 0 0,25 05 0,75 1
F1 (53,68 %)

e Variables activas o Variables suplementarias |

Figura 30. Aporte de las variables independientes fisico-quimicas (activas), sobre las
variables dependientes (suplementarias) o histoldgicas, en las componentes F1 y F2.
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Los resultados de la figura 31 corresponden al aporte del factor distribucion

espacial, en el modelo (figura 31A).

Observaciones (ejes F1y F2: 84,04 Biplot (ejes F1 y F2: 84,04 %)
%)
4
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Figura 31. A) Contribucién de la distribucién espacial (Estaciones MM y SSEB). B)
Contribucion de las variables fisicas y quimicas, las observaciones (puntos rojos) y las
variables histoldgicas.

59



6 DISCUSION

6.1 CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS Y FACTOR DE CONDICION.
El factor de condicion (FC) de P. magadalenae en la zona de estudio estuvo
por debajo de los valores reportados por Leyton et al., (2015) para la misma
especie (entre 0,73 y 1,21 con un valor promedio de 1.006) en la cuenca del
rio Cauca. Estos resultados pueden estar asociados a la bioacumulacion de
MC a la cual estuvieron sometidos los individuos muestreados, teniendo en
cuenta que P. magdelanae es una especie ili6faga que se alimenta de detritos
organicos, fitoplancton y células de cianobacterias bénticas que consume
directamente del perifiton (Maldonado-Ocampo, 2005; Leyton et al., 2015). Asi
mismo el factor de condicion es un factor que indica el estado nutricional de
los peces, siendo los valores mas cercanos o iguales a 1 los ideales y valores
por debajo indican presion en la poblacion de peces, ya que se encuentran en

un ambiente degradado (Leyton et al., 2015).

El deterioro de las escamas fue atribuido a la accidon del arte de pesca utilizado
en las capturas; al igual que el color oscuro de la piel, asociado a habitos
bénticos que posee la especie en los ecosistemas cenagosos, sin embargo,
se consideraron dentro de las observaciones. Segun Guiannuzzi et al., (2017),
especies acuaticas contaminadas con MC, sean peces, moluscos o bivalvos
comparten la caracteristica de carecer de evidencia organoléptica, es decir,
no muestran alteraciones en su sabor, olor o color. Asi mismo, estos autores
explican que las toxinas son termo y acido-estables, por lo que, a través de
los procedimientos normales de preparacion de los alimentos, no pueden
prevenirse intoxicaciones si en los productos crudos estas toxinas estan

presentes superando determinadas concentraciones criticas.

Los tejidos de peces analizados presentaron lesiones macroscopicas internas,
sefalando asi un cuadro hemorragico en branquias; en el caso del higado, se
observo hipertrofia hepatica, higado oscurecido, con manchas multifocales;

estas alteraciones también fieron reportadas por Guzman et al., (2017) para
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O. niloticus expuestas a MC en el CCBS en donde se observaron branquias
con hemorragias, que coinciden con la degeneracion tisular de la lamela y
acortamiento lamelar. En cuanto a higado, se observé el 6rgano ennegrecido

y con manchas multifocales.

6.1.1 Alteraciones histoldgicas en higado y branquia

6.1.1.1 Alteraciones en branquias

Las branquias de los peces constituyen el érgano blanco, porque forman parte
de la primera barrera inmunitaria y las primeras en reaccionar ante
condiciones ambiéntales desfavorables (Poleksic y Mitrovic-Tutundzic, 1994).
Este 6rgano cumple una funcién vital en los procesos de barrera inmunitaria,
respiracion, osmoregulacion y excrecion; su contacto permanente con el
medio acuatico y gran area de superficie del epitelio secundario son las
principales razones de su particular sensibilidad (Poleksic y Mitrovic-
Tutundzic, 1994). La lesién del epitelio branquial es una respuesta comun
observada en peces expuestos, mientras que la magnitud (grado de
severidad) del dafio depende de la concentracion y frecuencia de exposicion
(Huancaré, 2014).

En esta investigacion el 57% de las muestras analizadas presentaron algun
tipo de alteracion microscopica, de las cuales 28,5% corresponde a lesiones
especificas para la toxina en branquia (Prieto et al., 2008; Andriolo et al., 2008;
Gutierrez et al., 2012; Herazo et al., 2016; Guiannuzzi et al., 2017 y Guzman
et al., 2017).

La atrofia de las lamelas se presenté en 57%; representd uno de los casos
mas severos, junto a la perdida de funcion lamelar (49 %), vista como un
acortamiento de la misma (figura 26A). Guzman et al., (2017) reportaron esta
lesién en 88 % siendo uno de los casos mas severos en Tilapia nildtica
proveniente del mismo cuerpo de agua (CCBS). Segun Rajeshkumar y
Munuswamy (2011), si la reparacién del epitelio no se da en los tiempos

estimados y los factores o agentes causales actuan sobre las células
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progenitoras, esta condicion implica riesgos sobre la funcionalidad de la

branquia.

La presencia de hiperemia se reportd en 44% de las muestras analizadas,
probablemente como consecuencia de la ruptura del cartilago, donde los
glébulos rojos se trasvasan del capilar, como lo explican Malbrouck y
Kestemon (2006), Prieto et al. (2008) en estudios de campo y laboratorio que
demostraron diferentes alteraciones histopatolégicas generadas por
exposicion a MC (reportaron hiperemia en branquia de Tilapia (O. niloticus),
mediante la exposicion subcréonica de MC-LR procedentes de floraciones
naturales de cianobacterias, administrada conjuntamente con la comida del
pez. Asi mismo, Puerto et al. (2010) demostraron este mismo dafno, mediante
la administracion oral de una dosis unica de 120 pg de MC-LR. Por su parte,
Gutierrez et al., (2012) reportaron esta misma lesién cuando sometieron a
ejemplares de Tilapia (O. niloticus) a una cepa pura de Cylindrospermopsina

(200 mg/Kg de pez) mediante dos vias, intraperitonial (i.p) y ruta oral (sonda).

El 39% de las muestras analizadas presentaron fusién de lamelas y de éstas
el 20% fue entre grave y severo (lll y IV). Guzman et al., (2017) argumentaron
que la pérdida de la estructura branquial se caracteriza por la fusion de las
lamelas branquiales, atribuyendo este hecho a un mecanismo de defensa
empleado por los organismos vivos, entre estos los peces ante la presencia
de cualquier sustancia o agente extrafio, disminuyendo el area superficial para
la respiracion y asi reducir la aparicion de receptores disponibles para
patdogenos o toxinas. Segun Huancaré (2014), como consecuencia de lo
anterior, el aumento de la distancia entre el agua y la sangre debido a la fusién
del epitelio de la lamela, reduce el consumo de oxigeno e interrumpe la funcién
osmoreguladora de los organismos acuaticos, provocando una disrupcién de
la regulacion idnica en grado variable. Resultados similares han sido descritos
por (Carbis et al., 1996; Zhao et al., 2006; Prieto et al., 2008 y Drobac et al.,

2016;), quienes realizando bioensayos de toxicidad en diversas especies de
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peces (Salmoénidos, Cyprinidos, Cichlidae), mediante la administracion de
extractos liofilizados de MC por diferentes vias de exposicion (alimentacion a
través de sonda, por inmersién o administracion i.p, y por via aorta dorsal),
encontraron alteraciones severas a nivel histolégico en diferentes érganos

como higado, bazo, rifion, corazon, intestino y branquia.

La degeneracion de lamelas se reporté en 34% de las muestras observadas
y de éstas, 13% se presentaron entre grave y severo (lll y 1V). Eler et al.,
(2009), reportaron esta lesién en Brycon cephalus mediante la administracion
intraperitoneal (i.p) de extractos algales liofilizados de MC y afirmaron que
esta lesion es el resultado del primer mecanismo de defensa contra cualquier

tipo de peligro o agente extrafio que quiera ingresar al organismo.

La telangiectasia o aneurisma se presentdé en 33% de las muestras
analizadas y 13% de los casos entre grave y severo. Este resultado concuerda
con los reportados por Carbis et al., (1996) y Drobac et al., (2016), quienes en
estudios in vitro e in situ en carpa comun (Cyprinus carpio) provenientes de
estanques que contenian MC, describieron sintomas como telangiectasia,
hiperplasia y fusion de lamelas. Sin embargo, esta condicion se ha asociado
también al deterioro de la calidad del agua, cuando se alteran los parametros
fisico-quimicos. Posiblemente la presencia y acumulacion de compuestos
xenobidticos (MC) o agentes contaminantes presentes en el CCBS, podrian
estar influyendo en la aparicion de este tipo de lesiones (Ferguson, 2006;

Campagna et al., 2008; Herazo et al., 2016; Guzman et al., 2017).

6.1.1.2 Alteraciones en higado

El higado de los peces como en los mamiferos tiene un importante rol en el
mantenimiento de la homeostasis metabdlica del organismo que incluye el
procesamiento de compuestos vitales. ElI higado interviene en la
detoxificacion, la sintesis de compuestos y factores indispensables. Por ello,

el dafio producido por compuestos xenobidticos, pueden afectar seriamente
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la funcionalidad vital de este 6rgano y producir alteraciones a nivel histolégico
(Ferguson, 2006; Huancaré, 2014).

La degeneraciéon plumosa se presenté como acumulacién de bilis alrededor
de la vena porta y fue encontrada en 53% de los casos revisados en esta
investigacion, siendo éste el mas severo. Zurawell et al. (2005), argumentando
que este dafno puede asociarse a una obstruccion extrahepatica o a un
disturbio en el flujo normal de bilis; a esta condicién se le conoce como
colestasis hepatica. Guzman et al. (2017) reportaron esta lesion en 95% de
las muestras analizadas de tilapia negra obtenidas en los mismos puntos de

muestreo en el CCBS.

La necrosis representd el 28% de los casos reportados para esta
investigacion, siendo uno de los casos mas frecuentes de las lesiones
asociadas a la intoxicacion por MC, coincidiendo con Guzman et al. (2017).
Esta alteracion se considera como dafo irreversible asociado con la
exposicion crénica a contaminates y/o toxicos (Bernet et al., 1999). En los
peces, la necrosis puede ser ocasionada por una variedad de agentes
etiolégicos, ocasionando estrés oxidativo que genera especies reactivas de
oxigeno (ROS). Los resultados aqui expuestos, concuerdan con los
reportados por Andrinolo et al. (2008) y Guiannuzzi et al. (2017) en ratones,
Carmichael (1992) y Prieto et al. (2008) en peces, quienes realizando estudios
in situ e in vitro en diferentes especies sometidos a MC, produciendo
hemorragias, desorganizacion de la arquitectura, necrosis e infiltraciones en

tejido hepatico (Tabla 3).

La vacuolizacién se presentd en 30% de los tejidos analizados, hepatocitos
binucleados (29%) y la dilataciéon de sinusoides se observo en el 23% de
los tejidos analizados del total de las muestras estudiadas. Estas lesiones
también fueron reportadas por Guzman et al. (2017) en el CCBS en O.
niloticus, por Andrinolo et al. (2008) y Guiannuzzi et al., (2017) en ensayos de

intoxicacion sub-cronica por inyeccién i.p de 25 ug.Kg peso de MC-LR en

64



ratones. Estos autores reportaron importantes alteraciones de la arquitectura
hepatica, como dilatacion notoria de sinusoides, macrovacuolas lipidicas

intracitoplasmaticas y binucleacién acompafada de discariasis nuclear.

La hemorragia se observo en 26% de los tejidos de higado, en menor grado
que los reportados por Guzman et al.,, (2017) (51%). Segun Carmichael
(1992), los efectos de la intoxicacion aguda producida por la microcistinas y
las principales consecuencias son la ruptura de capilares sinusoidales,

hemorragias y pérdida de la arquitectura hepatica.

La turgencia se observd como el abultamiento o hinchamiento parcial de los
hepatocitos en 18% de de los tejidos observados, también reportado por

Guzman et al., (2017) en O. niloticus expuestos a MC en un ambiente natural.

6.2 VARIABLES FiSICO-QUIMICAS.

La interaccion entre factores fisicos, quimicos y bidticos define la
heterogeneidad ambiental, factor clave en la determinacién de la diversidad y
patrones de sucesion del fitoplancton. La energia del sol es utilizada por los
organismos vegetales para sintetizar glucosa a partir de diéxido de carbono y
nutrientes, como nitrégeno y fosforo. Sin embargo, cuando estos nutrientes se
encuentran en concentraciones muy elevadas debido a efectos antrépicos,
favorecera el desarrollo excesivo de fitoplancton, conocido como florecimiento
0 “bloom” (Guiannuzzi et al., 2017). Este fendmeno provoca modificaciones a
nivel fisico, quimico y bioldgico en los ecosistemas acuaticos, trayendo como
consecuencia fuertes oscilaciones de ciertos parametros fisico-quimicos

como oxigeno, transparencia, pH, y conductividad (Roldan, 1992).
6.2.1 Temperatura (t °C)

La temperatura deriva directamente de la radiacion solar, regula diversos
procesos quimicos, fisicos y bioldégicos que se llevan a cabo en los
ecosistemas acuaticos (Roldan, 1992). El aumento de la temperatura tiene un

efecto directo sobre el crecimiento del fitoplancton y produce cambios en las
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condiciones hidrodinamicas de los sistemas, como el aumento del periodo de
estratificacion, que favorecen la ocurrencia de floraciones de cianobacterias
(Oliver & Ganf, 2000, Pearl & Huisman, 2009).

El comportamiento de la temperatura en el Complejo Cenagoso del Bajo Sinu
(CCBS), esta ligado a las variaciones estacionales y la dinamica del
ecosistema, dichas variaciones estan relacionas con los periodos de aguas
altas (septiembre, octubre, noviembre) y aguas bajas (enero, febrero, marzo)
(Herazo, 2016). En los meses de aguas bajas se observaron los rangos de
mayor valor de temperatura (figura 15A), esta condicion puede asociarse con
dos factores: el primero se refiere a la transferencia de la energia calorica
desde el agua hacia el aire y viceversa, y el segundo se asocia al trabajo del

viento sobre la columna de agua (Rios et al., 2008).

En Momil se registraron los rangos de mayor valor de temperatura respecto a
la Estacion San Sebastian (SSEB); este hecho puede atribuirse a la mayor
transparencia presentada en los meses de noviembre, enero y febrero
caracteristica que genera que el color de las aguas se oscurezca y absorba
mas calor (Herazo et al., 2016). Sin embargo, otros factores que pudieron
incidir fue la hora del dia en que se tomo este parametro, puesto que en SSEB
la temperatura se tomod en las horas de la manana (8:00-9:00 am), mientras
que para Momil este parametro se tomé en un lapso de 10:00 am a 11:30 am,
esto refleja la intensa incidencia de la radiacion solar sobre la superficie del

agua, dando como resultado el calentamiento de la misma (Rios et al., 2008).
6.2.2 Transparencia (cm)

La transparencia, definida como la porciéon del cuerpo de agua iluminado o
zona eufética, puede variar desde algunos centimetros hasta decenas de
metros, y su extensién depende principalmente, de la capacidad del medio
para atenuar la radiacion subacuatica que depende de la concentracion de las
sustancias disueltas o suspendidas en el agua, la turbiedad producida por

materiales externos al sistema se denomina al6ctona y la originada por la
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productividad primaria se denomina autoctona (Esteves, 2011; Galarza et al.,
2016).

El comportamiento de la transparencia en el CCBS en este estudio (figura
29B) probablemente estuvo regido por la dinamica hidrica del rio Sinu, en
épocas de aguas altas se presentaron los valores mas altos de transparencia,
concordando con lo reportado por Ayala y Julio, (2014); Herazo et al., (2016)
en las ciénagas de Momil y San Sebastian. Esta variable esta asociada al
ascenso y descenso del nivel de las ciénagas en el afio, de modo que en
aguas altas (Aa) la transparencia aumenta y en aguas bajas (Ab) la
profundidad disminuye generando una resuspension del sedimento,
aumentando la turbiedad producida por materiales externos al sistema de
caracteristicas aloctonas y la originada por la productividad primaria como
fuente autdctona (Esteves, 2011; Galarza et al.,, 2016), trayendo como
consecuencia una baja transparencia para este periodo (Leguizamo et al.,
2008).

Segun Carlson (1977), Aizaki et al (1981), el indice de Estado Tréfico (TSI),
esta asociado con la transparencia: oligotrofico (TSI< 30), mesotréfico (TSI >
30 - < 60), eutrofico (TSI > 60 - < 90) e hipereutrofico (TSI > 90).

En el presente estudio los resultados obtenidos para el TSI presentaron
valores similares entre estaciones. En la estacion de San Sebastian el TSI fue
calculado en 73,24 y para Momil de 75,98. Con base en la teoria relacionada,
el CCBS se considera como un ambiente eutroficado. Esta situacién se da
como consecuencia del aporte de nutrientes excesivo de origen aléctono
(fertilizantes, detergentes y residuos domésticos), realizacién de actividades
agricolas y descargas de tipo doméstico. Esta condicion promueve el
desarrollo de floraciones de cianobacterias téxicas capaces de producir
toxinas perjudiciales para la salud humana y animal (Carlson, 1977,

Leguizamo et al., 2008).

6.2.3 Conductividad (us.cm™)
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Esta variable refleja la mineralizacion de las aguas (solidos disueltos), dado
que conjuga los cationes sodio, potasio, calcio, magnesio, asi como los
aniones carbonato, bicarbonato, sulfatos y cloruros principalmente. Se
correlaciona por lo tanto con la dureza (calcio, magnesio) y la alcalinidad

(principalmente bicarbonatos, carbonatos, hidroxilos) (Ramirez y Vifa, 1998).

En el CCBS, el régimen hidrolégico juega un papel predominante en las
variables fisicas y quimicas debido a efectos sobre el nivel del agua en todo
el ecosistema, influyendo de manera diferente en cada ciénaga. En este
sentido, para la época de estiaje el bajo volumen del CCBS tiende a
concentrar la mayor carga organica e inorganica en unas zonas mas que en
otras. De otra parte, la evaporacion y aportes antrépicos, causan un aumento
sustancial en el gradiente de la conductividad, esta condicion favorece al
desarrollo y abundancia de las cianofitas (Ramirez y Vifia, 1998; Leguizamo
et al., 2008), debido a que éstas son eficientes en la asimilacion de
compuestos organicos e inorganicos con alta concentracion (Cantoral et al.,
2017). Esta situacién se ve reflejada en los registros de la conductividad
reportados para esta investigacion (figura 29C). Si bien en el mes de enero
época de aguas bajas (Ab) se registré un valor relativamente bajo respecto a
los otros meses de aguas bajas, (febrero y marzo) en SSEB, una menor
disociacion y mineralizacion de los solidos disueltos posiblemente por la
transicion de aguas altas a aguas bajas, podria ser una explicacién. Es
importante destacar que, desde la construccion de la hidroeléctrica URRA-I
se presenta un régimen controlado de las aguas del rio Sinu, por ende, altera
la dinamica de las ciénagas, trayendo consigo variaciones en la disponibilidad
de recursos tréficos y provocando cambios en las variables fisico-quimicas. El
descenso de la conductividad en el mes de enero puede atribuirse a este

hecho (Leguizamo et al., 2008).

6.3.2 Oxigeno
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Entre los gases de mayor importancia se encuentra el oxigeno (O2), el cual
regula multiples reacciones quimicas que influyen sobre los procesos
metabdlicos de produccion de energia y de reproduccion de todos los
organismos heterotréficos en los ecosistemas acuaticos. Las principales
fuentes de oxigeno para el agua son la atmosfera y la fotosintesis. El
consumo, la descomposicién de la materia organica (oxidacién) se traducen
en pérdidas al igual que la respiracién de los organismos acuaticos y la
oxidacién de algunos iones metalicos como hierro (Fe) y manganeso (Mn)
(Esteves, 2011).

El comportamiento del oxigeno registré importantes variaciones entre
estaciones de muestreo, presentandose los valores mas bajos para la
estacion de SSEB en las épocas de aguas altas (figura 29D), estos resultados
concuerdan con lo reportado por Leguizamo et al., (2008) para la misma
ciénaga. Este hecho resulta de la alta acumulacién de la materia organica
disuelta y particulada de origen aléctono que llega a la ciénaga por
escorrentia, lo que conduce a un enriquecimiento con nutrientes, a su vez
incrementa considerablemente la demanda bioquimica de oxigeno (DBO). El
estado de eutroficacion de la ciénaga junto al aumento de la DBO, causan un
efecto de sinergismo que disminuye gradualmente las concentraciones de

oxigeno en las horas de la noche y la madrugada (Ramirez y Vifia, 1998).

En Momil se registré el valor mayor de oxigeno (figura 29D). Ayala y Julio,
(2014); Herazo et al., (2016) reportaron valores similares para la misma
estacion, atribuyendo a este hecho la presencia de macrofitas acuaticas
(limnofitos) y una gran abundancia de fitoplancton, lo cual refleja una alta tasa

fotosintética.
6.2.5 pH

El pH es una medida que representa la concentracion de iones hidrogeniones,

o protones (H*) en el agua. El valor de pH -log [H*] o es igual al logaritmo
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negativo de la concentracion de protones presentes en una muestra de agua
(Meyer, 2004).

Con relacién al pH no se observaron diferencias significativas entre estaciones
de muestreos, los valores promedios reportados se encuentran dentro del
rango caracteristico para aguas dulces (6,7 - 8,5). Sin embargo, se destaca el
hecho de que el menor valor se presentd en época de aguas altas respecto al
periodo de aguas bajas (figura 29E). Este comportamiento esta ligado a la
descomposicién de la materia organica, lluvias y sobresaturacion de CO
proveniente de la atmosfera, finalmente esta serie de sucesos explica la

disminucién en el pH (Catafio et al., 2008).

Cuando los lagos se tornan eutroficos, la diversidad del fitoplancton
disminuye, lo que conduce a que las cianobacterias prevalezcan. Diferentes
factores ambientales favorecen el predominio de las cianobacterias; dentro de
estos se destacan valores altos de pH (6,5 a 8,5) (Martin, 2000), propios de

ambos sitios de muestreo, dentro del periodo de estudio.

6.3 ANALISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES

El analisis de Componentes Principales (ACP) es una herramienta estadistica
que transforma un conjunto de variables en un numero menor de variables
(lamadas dimensiones, Componentes Principales o Componentes), que
contienen la mayor parte de la informacién (varianza) del conjunto inicial
(Almenara et al., 1998; Avila et al., 2015).

El Anexo 5 presenta el algoritmo y analisis estadistico para representar en
forma de vectores las variables independientes (activas) y dependientes
(suplementarias) mas significativas, que dan explicacién al modelo de

correlacion multidimensional entre ellas.

Se observo una correlacion significativa (p<0,005) (ANEXO 5), entre las
variables ambientales y las lesiones histoldgicas asociadas con MC’s. Segun

Carlso (1977), Aizaki et al. (1981), la transparencia (en sentido negativo a la
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turbidez), esta correlacionada con la aparicion de floraciones algales y a partir
de esta variable se pudo determinar que el indice del estado tréfico (TSI) de
este ecosistema es eutréfico, con altas concentraciones de nutrientes
(principalmente nitrogeno y fésforo), condiciones que favorecen el
establecimiento y la proliferacion de florecimientos de cianobacterias. La
flexibilidad morfoldgica y fisiolégica de algunos de los representantes de este
grupo las hace competitivamente mas exitosas frente a otros grupos de
microalgas por la gran variedad de adaptaciones para su desarrollo en estas
condiciones, como lo son la presencia de pigmentos accesorios; ficobilinas y
carotenoides, los cuales permiten a las cianobacterias extender el rango de
absorcion luminica que pueden utilizar para los procesos fotosintéticos. De
esta manera, logran crecer en condiciones de luz que no son 6ptimas para el
resto de los componentes del fitoplancton Giannuzzi et al., (2017). Las
floraciones de cianobacterias estan asociadas a la produccion de metabolitos
téxicos como la MC, influyendo asi, sobre la aparicion de lesiones histoldgicas

en branquias e higado (Ramirez-Garcia et al., 2005; Giannuzzi et al., 2017).

En relacion a la distribucién espaciotemporal, en la figura 17, se observa que
el cluster conformado en la componente F1, corresponden a los muestreos en
las estaciones San Sebastian (SS) y Momil (MM) en época de aguas altas,
asociados al aumento de la transparencia. En la época de aguas bajas en las
estaciones de San Sebastian (SS) y Momil (MM) se presentd disminucién de
la transparencia asociada al aumento de la densidad de cianobacterias.
Herazo et al., (2016) reporté presencia de MC en agua, en las ciénagas de
San Sebastian y Momil, encontrando una concentracién promedio de 1,524
mg.L" de esta toxina en ambos regimenes hidrolégicos, hecho que podria
explicar la aparicion de lesiones histoldgicas de branquias e higado en la
poblacién estudiada. En este estudio se observd que en época de aguas bajas
se encontré el mayor numero de lesiones asociadas a MC, debido quizas al
habito alimenticio de P. magdalenae, el cual se encuentra relacionado con los

patrones hidroloégicos de inundacion y estiaje; durante las aguas altas, el
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bocachico permanece en las ciénagas alimentandose de materia organica en
descomposicién (detritos, diatomeas y algas verde-azules), aportada
principalmente por la vegetacién acuatica en forma de perifiton (Maldonado-
Ocampo, 2005; Mojica et al., 2012), lo que conlleva a una mayor
bioacumulacion de la cianotoxina en esta época y a la expresion del agente
xenobiotico (MC) en aguas bajas por tiempo de exposicidn, explicando un
aumento en el numero de alteraciones por exposicion crénica asociadas a la
cianotoxinas, en los tejidos estudiados. (Lucena, 2008; Cantoral et al., 2017,
Giannuzzi et al., 2017).

Las lesiones en branquias detectadas en este estudio se presentaron de
manera simultanea con las lesiones en higado de un mismo individuo, como
se muestran en las figuras 24 y 26. En general, los hallazgos coincidieron con
los trabajos de Prieto et al, (2008); Cantoral et al., (2017); Giannuzzi et al.,
(2017), quienes confirman que las modificaciones del ambiente influyen sobre
la floraciones de cianobacterias productoras de cianotoxinas, como son la

intensidad luminica, temperatura, pH, conductividad, entre otros.
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CONCLUSIONES

Durante esta investigacién se evidencié que el 100% de las muestras
estudiadas de P. magdalenae obtenidas en el CCBS entre septiembre del
2017 y marzo del 2018 presentaron algun tipo de alteracion histolégica,
tanto en branquias como higado.

En el tejido branquial, las seis lesiones especificas para MC’s: atrofia de
lamelas, perdida de funcion lamelar, hiperemia, fusion de lamelas,
degeneracion de lamelas y telangiectasia, con una frecuencia de aparicion
que fluctué entre 57% y 33%, con grados de severidad entre grave y
severo.

En el tejido hepatico se las lesiones reportadas por los autores asociadas
a las MC’s (Degeneracién plumosa, acompanada de necrosis,
vacuolizacion, hepatocitos binucleados, hemorragia, dilatacion de los
sinusoides y turgencia), con una frecencia mayor del 50% y grado de
severidad entre leve y moderado.

En general, el grado de severidad de las alteraciones histolégicas en
branquias e higado, se presentaron en toda la gama de grados, siendo
grado Il y Il los mas frecuentes.

El ACP evidencid la relacién existente entre las variables fisicas y
quimicas, con la frecuencia de lesiones en ambos érganos, siendo la
transparencia, el pH y la conductividad las variables respuesta mas
significativas.

Con un grado de certeza de aproximadamente 84,04% y un nivel de
significancia del 95%, se puede inferir que los peces bocachico P.
magdalenae provenientes de CCBS, durante el periodo de estudio y

expuestos a cianobacterias, estan siendo afectados por la MC'’s.
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ANEXOS

ANEXO 1. Estadistica descriptiva de las variables biométricas talla (cm), peso (g) y Factor
de condicién (FC) en bocachico P. magdalenae en las estaciones de muestreo San Sebastian
y Momil del CCBS, Colombia entre septiembre de 2017 a marzo de 2018.

0 e SAN SEBASTIAN MOMIL
e Muestra  Talla (cm) Peso (gr) Egr?:j?éigﬁ Talla (cm)  Peso (gr) Egr?:j?éigﬁ
sep-17 1 28 347 0,0655 26,3 280 0,0096
sep-17 2 27 286 0,0771 27,5 384 0,0065
sep-17 3 27,5 355 0,0628 29 395 0,0065
sep-17 4 279 321 0,0707 29 358 0,0075
sep-17 5 27,6 305 0,0738 28 322 0,0084
sep-17 6 26 308 0,0688 28,1 349 0,0075
sep-17 7 28,5 334 0,0693 29,7 429 0,0060
sep-17 8 26,5 277 0,0783 27 331 0,0078
sep-17 9 26,5 305 0,0708 28,6 362 0,0073
sep-17 10 24,5 240 0,0839 28,5 327 0,0084
oct-17 1 27 263 0,0841 26,3 293 0,0090
oct-17 2 26 264 0,0807 27 294 0,0092
oct-17 3 27,5 331 0,0675 26 297 0,0087
oct-17 4 25,5 267 0,0782 26,5 296 0,0090
oct-17 5 28 349 0,0651 27 304 0,0088
oct-17 6 27,3 282 0,0791 27 296 0,0091
oct-17 7 27 285 0,0774 25 271 0,0096
oct-17 8 27,5 316 0,0709 27,3 321 0,0082
oct-17 9 27 287 0,0769 28 317 0,0086
oct-17 10 28 310 0,0736 28 291 0,0097
nov-17 1 25,3 217 0,0962 22,6 184 0,0149
nov-17 2 23,5 189 0,1031 22,3 189 0,0142
nov-17 3 24,3 215 0,0933 21,7 159 0,0176
nov-17 4 25,5 222 0,0947 21,5 155 0,0180
nov-17 5 24,2 190 0,1056 22,5 173 0,0162
nov-17 6 24,2 207 0,0966 20,6 129 0,0224
nov-17 7 23,3 170 0,1141 23 201 0,0134
nov-17 8 25 235 0,0875 23,5 208 0,0130
nov-17 9 245 180 0,1131 21,5 163 0,0168
nov-17 10 23,6 190 0,1030 22,3 166 0,0170
ene-18 1 23,2 188 0,1024 23,5 198 0,0140
ene-18 2 26 241 0,0887 21,5 136 0,0217
ene-18 3 22,8 181 0,1046 21 146 0,0192
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SAN SEBASTIAN MOMIL
N° de

Mes Muestra  Talla (cm) Peso (gr) eSS Talla(cm)  Peso (gr) Factor de

condicion condicion
ene-18 4 22,5 197 0,0946 22 175 0,0156
ene-18 5 23 201 0,0947 245 185 0,0160
ene-18 6 20,5 145 0,1184 235 238 0,0108
ene-18 7 245 209 0,0969
feb-18 1 27,5 324 0,0690 26 268 0,0101
feb-18 2 235 204 0,0953 24 212 0,0130
feb-18 3 26 282 0,0754 24 230 0,0116
feb-18 4 24,2 244 0,0815 23,1 192 0,0143
feb-18 5 235 204 0,0953 235 184 0,0155
feb-18 6 23,9 196 0,1010 22,9 200 0,0134
feb-18 7 22 158 0,1162 20,9 132 0,0220
feb-18 8 23,9 184 0,1078 249 260 0,0101
feb-18 9 22 162 0,1132 22,4 192 0,0139
feb-18 10 23 192 0,0993 23,1 218 0,0120
mar-18 1 235 142 0,1387 24,5 222 0,0124
mar-18 2 24 148 0,1357 23 198 0,0137
mar-18 3 24 164 0,1220 22,5 188 0,0144
mar-18 4 23 148 0,1300 23 184 0,0152
mar-18 5 235 156 0,1258 21 156 0,0175
mar-18 6 23 136 0,1419 20,5 136 0,0207
mar-18 7 22,5 132 0,1432 21 158 0,0171
mar-18 8 22,5 124 0,1528 21,3 150 0,0187
mar-18 9 23 128 0,1511 21 160 0,0168
mar-18 10 23 122 0,1588 20,5 160 0,0164
Promedio 24,9 2274 0,1133 24,3 234,3 0,0374
DS 1,990 67,849 0,1257 2,726 78,029 0,1844
Max 28,5 355,0 1,0357 29,7 429,0 1,4045
Min 20,5 122,0 0,0628 20,5 129,0 0,0060

cv 8,0% 29,8% 11,2% 33,3%




ANEXO 2.  Cambios histoldgicos (grados de severidad (escala semicuantitativa) 0; | (0,25); 1l (0,5); Il (0,75) y IV (1.0)) en branquias e
higado de bocachico P. magdalenae en el CCBS entre septiembre de 2017 y marzo del 2018.
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o
sept/17 gég SS-Aa E1100 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 [025
sept/17 gég SS-Aa E1200 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
sept/17 gég SS-Aa E1300 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,5
sept/17 gég SS-Aa E1400 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0,75 0 0 0,75 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 |02
sept/17 gég SS-Aa E150 L 0 0 0 0 0 0 05 [ 075 | 05 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 [025
sept/17 gég SS-Aa E1600 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,75 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 05
sept/17 gég SS-Aa E1700 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,75 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 [025
sept/17 gég SS-Aa E1800 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,75 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0,75
sept/17 gég SS-Aa E1900 05 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0,75 0 0,75 0 0 0 0 0 0 0 0,75 0 0 [025
sept/17 gég SS-Aa E1001 0 0 0 0 05 0 0 0,75 | 0,25 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 |02
sept/17 MOMIL Nll_\'\:' E2101 0 0 1 0 0,75 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
sept/17 MOMIL '\1'\:_ E2201 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0,75 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,75 | 0,25
MM- | E201
sept/17 MOMIL Aa 3 0 0 0 0 0 025 05 (075 | 05 [ 05 | 05 0 0 0,75 0 025 025 | 05 [ 075|075 0 0 025 | 025 | 05 0 |025
MM- | E201
sept/17 MOMIL Aa 4 0 0 0 0 0 025 | 05 0 05 | 05 | 025|025 (025|025 0 0,75 | 0,25 0 0 0,75 0 0 025 | 025 | 0,25 0 05
MM- | E201
sept/17 MOMIL Aa 5 0 0 0 0 075 05|05 |05 (05|05 (025 05|05 ]|05]07(075]| 05 [075 0 0,75 0 0 0 0 0 1 0
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sept/17 MOMIL NX\:_ E2601 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0,75 0 0 0 0 0 0 0,75 0 0,75
septl17 MOMIL Nll_\l\:- E2701 0 0 0 0 0 0 05 (075 | 05 0 1 0 0 0 0 0,75 0 0 0 0 0 05 | 05 0 0 0 0
sept/17 MOMIL '\1'\:_ E2801 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0,5 0,5 0 0 0 0 05 0 0 0 0 0 05 | 0,75 0 0
septl17 MOMIL Nll_\l\:- E2901 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0,75 0 0 0 0 0 0 0 0,75 0 1 0,25
MM- | E202

sept/1 7 MOMIL Aa 0 0 1 0 0 075 05 [ 025|075 | 025 | 0,75 1 025 | 0,25 | 0,25 0 0,5 0 0 0 1 0 0 025 | 05 | 025 1 05
oct/17 222 SS-Aa E1102 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
oct/17 gég SS-Aa E1202 0 0 0 0 0 075 | 05 0 075 | 05 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0,75 | 05
oct/17 222 SS-Aa E1302 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 05 | 0,75 | 0,75 0 0 0 0 0 0,75 | 0,25
oct/17 gég SS-Aa E1402 0 0 0 0 0 0 0,75 0 0 0 0,5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0,75 0
oct/17 222 SS-Aa E150 2 0 0 0 0 0 0 05 (075 | 05 | 0,75 0 0,5 0,5 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,75 | 0,75 0 0,25
oct/17 gég SS-Aa E1602 0 0 0 0 0 0 0,75 0 025 | 0,75 1 0 0 0 0 0,75 0 05 0 0 0 0 0 0 05 0 05
oct/17 222 SS-Aa E1702 0 0 0 0 0 0 05 | 0,75 0 0,75 0 0,5 0,5 1 0 0,5 0 0 0 0 0 0 0 0 0,5 0 0,5
oct/17 gég SS-Aa E1802 0 0 0 0 0 0 075 | 05 | 025|075 0 0 0 0 0 0 0 05 0 0 0 0 0 0 0 0 05
oct/17 222 SS-Aa E1902 0 0 0 0 0 0 0 0,5 0 0 0,75 | 05 1 0 0 0 0 0,25 0 0 0 0 0 0 0 0 0,5
oct/17 gég SS-Aa E1003 0 0 0 0 0 0 0,5 0,5 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0,5 0 0 0 0 0 0 0,75 0 0
oct/17 MOMIL Nll_\l\:- E2103 0 0 0,75 0 1 0,75 0 0 0 0 0 0 0 0 075 05 [ 05 0 0 0 0 0 0,5 0 0 0 0,5
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oct/17 | MOMIL N/L'\: E2303 oo |0 ]| 0| o0 0B] 0| O0]oO0 1 o | oo ]| o0 o5 0|00l o0o |0 ]|O0|o0]|o0]oO 1 0| o0
oct/17 | MOMIL MA'\: E2403 oo o] o | o0 [O05] 0 |05]025]|1 0 |o7ms|ors| 0 |05 (075 0 |05 0 | 0 | 0| O] 0] 0/ 0 [075]02
oct/17 | MOMIL N/L'\: E2503 0 o0 [o75] 0 [075(075]| 0 [0 |05]| 0 0750 |0 0] 0| O |oO0O[O0]|]O0O|O]|]O0O]|O|[oO][O0O]|]oO0O]|oO0]|oO
oct/17 | MOMIL MA'\: E2603 0| 0 [05] 0 [075]05/[|025[025]05| 0 | 0 [075[075] 0 1 05 [05(|05| 0 [0 | 00| 0|05 0| 0]0
oct/17 | MOMIL N/L'\: E2703 olofojofof[o]|o o]0 ]|o0|o0]|oO0]|oO 1 0| o | o0 | 0025|0000/ o0]|05| o0 |02
oct/17 | MOMIL MA'\: E2803 olofojofo]o0o]o|o0]oO 1 0 1 1t (o5 0| 0o o0 |0 ]| 0| O] 0] OO O0/|025]|0 |02
oct/17 | MOMIL N/L'\: E2903 oo o] oo o0]o05([05] 0 |055|o0]|o0]|o0 1 0| o | o f o0 o] 0| 0]| 0| O0|O0/|0B]|] 0|05
oct/17 | MOMIL MA'\: E2004 0 (o075 0| 0 | 0|0 ]oO05[05]05| 0| 0] 0|0 1 ol o|ofo]|o|o]|0]o0]|o0]oO 1 0 |025
nov/17 2’22 SS-Aa E1104 o oo |0 | o0 | o0]| 0 (f0O75[06|0] |0 05|05[0]0]0]0 1 0| o0 ]| 0| 0|0 |07B]|1 0
nov/17 gég SS-Aa E1204 olofojofo]o0o]o|o0]oO 1 0 |075| 08 | 1 ol oo fo]o5| 0| 0] 0|0 o0]|0nB|o0]|o0
nov/17 2’22 SS-Aa E1304 o oo |0 o0 0750 O0]| 0] 0|0 [026|050/ 05| 0/ |O0|f0]05]|0]([0]|O0]o0 1 0| 0 |02
nov/17 gég SS-Aa E1404 0| o0 1 o |ofoxs| 0o |o0o|0]o o500 0] 0] o0 |o0|o0]025|0]|0]|O0]|o0/[025]|]0]/|o0[02
nov/17 2’22 SS-Aa E1504 0|0 |0 | 0|0 [025]|050/|05|05|0]|0/|o0(f05]|0] 0|00 1 0|0 |0 ]| 00| o0 |o0]oO0
nov/17 gég SS-Aa E1604 0o foxs| 0|05 0|0 fo0]o5| 0| 0|0 /|0 0] 0]05[025]0/]|05|l0]|0]|O0|o0][05B]| 0|00
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nov/17 2’22 SS-Aa E1904 oo | o] oo |0 ]02[05]|05|075|0]|05[05]|05 00| 0| 0] 0] 0] 0] 0| o0]|o0]|05]|0 |02
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ene/18 gég SS-Ab E1406 0 0 0 0 0 0 |o05|05 (02| 0 [025/025[0205(|05| 0 [025] 0 0 0 0 0 0 0 1 (075 0
ene/18 gég SS-Ab E1506 0 0 0 0 |075| 0 0 |025| 05| 1 0 0 0 [075| 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 |025]| 05| 0
ene/18 gég SS-Ab E1606 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 |075] 0 0 |05 0 0 0 0 0 0 0 0 | 05|02
ene/18 gég SS-Ab E1706 0 0 0 [075 075|075 075|075 |075| 0 | 05| 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 |075] 0 0 0 1 0
ene/18 | MOMIL '\ﬂ\g E2806 0 0 0 |075 |05 |075(/075| 0 [075[025| 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 (075 0 0 0 0 |075] 0
ene/18 | MOMIL N/lxl\t/)l E2906 0 0 0 0 0 [05]| 0 0 0 0 [025]| 0 0 [075| 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 (025
ene/18 | MOMIL '\ﬂ\g E2007 0 0 0 /025 0 |05]| 0 0 |025| 0 |025]| 0O 0 0 |075]|075| 0 |075| 0 0 0 0 0 0 0 |075] 0
ene/18 | MOMIL N/L'\g E2107 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 [075| 0 0 |05 0 |075]| 0 0 0 | 075|025
ene/18 | MOMIL '\ﬂ\g E2207 0 0 0 |025| 0 [025/025[025( 0 [05] 0 0 0 0 1 0 |075] 0 0 0 0 0 0 0 0 |075] 0
ene/18 | MOMIL N/L'\g E2307 0 0 0 0 0 0 [05([075] 0 1 0 (075|075 | 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 |05 0 0
feb/18 gég SS-Ab E1407 0 0 0 0 0 0 0 [025| 05 |075| 0 [05 |05 1 0 0|05 0 |05]| 0 0 0 0 0 0 |05 0
feb/18 gég SS-Ab E1507 0 0 0 0 1 0 [05 (|05 0 0 [05]| 0 0 [075| 0 0 [075] 0 [05 | O 0 0 0 0 |025] 05 |075
feb/18 gég SS-Ab E1607 0 0 0 0 0 0 |075|075| 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 |025]| 0
feb/18 gég SS-Ab E1707 0 0 0 0 0 0 [05 (|05 0 0 1 0 0 |05 ]| 0 0 [025] 0 0 0 0 0 0 0 |05]05]| 0
feb/18 gég SS-Ab E1807 0 0 0 0 0 0 |05|05]| 0 1 0 0 0 |075] 0 0 |075] 0 1 0 0 0 0 0 |025] 05 |075
feb/18 gég SS-Ab E1907 0 0 0 [075| 0 |075| 0 0 [075] 0 [075] O 0 0 [075]|075| 0 0 |05/ 0 0 0 0 |075] 0 1 0
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feb/18 gég SS-Ab E1008 0 0| 0|0 0| 0|0 oo | o] o] o 0 1 0 (075 0 | O 1 (075 0 | 0o [ 0 |075] 0 | 0 [ O
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feb/18 gég SS-Ab E1308 0 0| 0|0 0| 0|0 o0 | 0] o] o0 0|0 1 |05 0 | 0 |075] O 0| 0 | 0 [025] 0 |025025
feb/18 | MOMIL '\/X\g E2408 0 0| 0o |075] 0 |025| 05| 1 [075[ 05| 0 |075[075| 0 | 0 [ O [0O75] 0 [ O | O ol oo | 0] 0| 0|02
feb/18 | MOMIL N}\'\t’)l E2508 0 [025| 0 |025| 0 | 0 |075/025| 0 | 0 [05 |05 |05 (07| 0 | 0 | 0| 00O 0| oo f 0] 0] 0|05
feb/18 | MOMIL '\/X\g E2608 0 0| 0|0 0| 0 [05]025] 0 1 0] o0 0 |05 | 0o [ 0 |05 0 | 0|0 0| o | o0 | 0 ]o05| 0 [025
feb/18 | MOMIL N/L'\g E2708 0 00| 0 0| 0|05 1 0 1 0|0 0 05| 0| 0| 00|00 0| 0| 0| 0] 0 02502
feb/18 | MOMIL N!A'\g E2808 0 00| o0 o |0 |o75| 0 |05]|05] 0 [05]|05/075| 0 | 07]025]| 0/ 070 oo o000 1
feb/18 | MOMIL N/L'\g E2908 0 00| 0 0|0 1 |105|05] 0 1 0 0|0 |05]| 0 1 0| 0|0 0| o | o0 | 0] 0 |05B5|O
feb/18 | MOMIL N!A'\g E2009 0 0| 0025|071 0|0 1 0 1 0] o0 0 1 05| 0| 0| 0 [075] 0 0| 0o | o f 0] 007505
feb/18 | MOMIL N}\'\t’)l E2109 0 0 | 0 |025|025]|075| 0 |05|05| 0 |0 | 0 0|0 1 0 (075|075 0 | O 0| o | 0| 0] 0 |075[02
feb/18 | MOMIL N!A'\g E2209 0 0] 0 [075] 0 1 (075 0 [075] 0 1 0 0 |075| 0 [075] 0 1 0] o0 ol oo | 0] 0| 0075
feb/18 | MOMIL N}\'\t’)l E2309 0 0|0 |o75| 0 |075(|075]| 05| 0 [ 0 [0 | O 0| o | o0 fo5] 0| 0| 0[O 0| 0|0 1 0 1 0
mar/18 gég SS-Ab E1409 0 0| 0 |025]02]| 05| 0 11 05[025]025| 0 0| o | o f o0 00| o0 1 ol oo | o0]oO 1 0
mar/18 gég SS-Ab E1509 0 0 | 0 |075| 05|05 |075]|025|075| 0 1 1 1 0 1 1 (075075 0 (075 0 | 0 [ 0 [075]| 0 | O [ O
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o Branquias Higado
& Q
5 -~ =8| < Lesiones inespecificas Lesiones especificas Lesiones inespecificas Lesiones especificas
un} o o
% 8 3 .'g % £ =
< <= © _ « — o —
Wl b |Es| 8 |E|g8|le|s|8|8|c|5|8|E|5|5|8|5|%|s|2|5|2|e=|8|2|c|8|Ele|s
< v} fe = T | 2| & e|S Sl | 2|2 | €|la|l2|ls|lz| ] 3| x Ela| 5| || S| =|2| 3| a
5 2 2| 8|E|2|5|8|2|8|5|28|2|°%|2 || 8|S|8B|e|=E|5|S|8|E|E|8|2L]|s
2 2 ST |la|lgz|2 (|8l |k ||| F|ZE|8|x|8|T ||| |Z|2=]|2
o oh | @ Dl || f|d|d|d|D|d ||| i = s N T || z|Z
o
mar/18 gég SS-Ab E1609 0| 0| 0 ]o05]025] 1 0 |025[025| 1 0 |o5 (05| 1 0250 (0] 0|00 ]| 0| 0] 0] 0| O0/|[025]|0
mar/18 2’22 SS-Ab E1709 0|0 |0 1 0 |05 |05 (05| 0 |075] 0 [075[075/075| 0 | 0 [ O [ O |0O5] 0 | 0 | OO | 0] 00750
mar/18 gég SS-Ab E1809 oo oo | 0] 00| 0]|o05]|0 1 0| o0 1 ol oo fo]|o o |O0]o0|oO0]|oO0]oO 1 0
mar/18 2’22 SS-Ab E1909 0o [0 |0 |00 |075]H1 0 1 o|lofojo|ofof[o0]|] oo o0 ]|O0|oO0O]|O0]O0]|oO0/([025]|0
mar/18 gég SS-Ab E1010 oo o] o0 |05] 005050751 0 | 075 (075 1 olofofo]|o o |0 ] oo 0] o0/|05B]oO0
mar/18 2’22 SS-Ab E1110 00 [0 ]| 0|0 00| 1]|05]|0 1 oo fos| 0|0 fo0of[0]| 0|0 ]|]O0]|O0O|O0O][O0O]|] O[O0
mar/18 gég SS-Ab E1210 oo oo | o]0 1 0 1 0] o0 1 1t (o5 0o |o0ofo0o]| oo ]| 0] 0| O] O] O0O/|05]0
mar/18 2’22 SS-Ab E1310 0| o0 f[os5f05| o0 | 0 |O75| 0 (0750 | 0| 0| 0]O05/[0 0750|0750/ 0 [075[/ 0] 0/|075]|0 1 0
mar/18 | MOMIL 'V!A'\g E2410 oo o0 1 1 1 oo oo 1 0| 0 [075] 1 0| o0 075 0 |07 0| 0] 0| 0| 0075|025
MM- | E210
mar/18 | MOMIL Ab 5 0| 0| 0 [075[075|075| 0 |075({075(075| 0 | 0 | 0 | 0 [ O [0 |[075] 1 [075( 1 0| 0|0 1 0 | 075|025
mar/18 | MOMIL 'V!A'\g E2610 oo o] oo 1 oo fo5|om| o o0 ]| o |0 0] 0|0 O05]0]| 00| 0] 0| O0]|O0]| 0|02
mar/18 | MOMIL N/lxl\tl;l E2710 0| 0| o0 fom| 1 05| 0| 00750 05| 0 | 005|000 0| 0|05 O0|fO0 ]| 0]0B]O0|oO0/|05
MM- | E210
mar/18 | MOMIL Ab 8 0| o | o |o5|05[075]|05[05]| 0 |075[075[02|025[025]|05/|075| 0 [075] 0 [05] 0 | 0 [ 0 [075] 0 | 0 [025
mar/18 | MOMIL N/lxl\tl;l E2910 0|00 ] 0|00 1 1 0 1 ol oo} o | oo fom| o |0 |0 ]| o0|o0]| 0] 0| O0/|O05]05
MM- | E211
mar/18 | MOMIL Ab 0 oo oo | o]0 1 ] 05|05 |075( 0 |075(075[ 05| 0 | 0 [ 0| 0|05 0| 0| 00| 0]025|0/|05
MM- | E211
mar/18 | MOMIL Ab 1 0| 0|0 o0 |0 |0 ]|O05|025]|075|0/|05|075|075]| 1 oo fosf 0|0 | o |0 ] o0 |oO0|[ 0] 0| o002
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ANEXO 3.

Momil CCBS durante septiembre de 2017 y marzo de 2018.

Variables fisicas y quimicas de la Ciénaga de San Sebastian y la Ciénaga de

Estacion San Sebastian

Variable Tem(;ieéitura Trans(g;r)enma Co(n;jsu.gm(;ad Oxigeno (mg.L) oH
sep-17 29,7 120 183 0,33 6,67
oct-17 30,0 150 219 0,27 6,69
nov-17 28,2 55 438 4,51 6,8
ene-18 30,4 25 270 1,93 6,39
feb-18 29,1 20 572 1 7,55
mar-18 30,8 15 582 8,1 78

Estacién Momil

Variable Tem(;ieéitura Trans(g;r)enma Co(n;jsu.gtr:qv_z(;ad Oxigeno (mg.L) oH
sep-17 31,8 75 251 6,68 6,92
oct-17 30,8 90 265 6,88 6,9
nov-17 30,4 73 307 6,84 6,93
ene-18 32,1 52 369 2,93 7,5
feb-18 30,5 25 431 6,22 7,71
mar-18 31,5 13 485 7,96 7,33
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ANEXO 4.

a. Ciénaga de San Sebastian

Estadistica descriptiva de las variables fisicas y quimicas, a. Ciénaga de San
Sebastian; b. Ciénaga de Momil.

- o Transparencia Conductividad Oxigeno

Estadistico Temperatura (°C) (cm) (uslcm) (mgl) pH
No.de 6 6 6 6 6
observaciones
Minimo 28,200 15,000 183,000 0,270 6,390
Maximo 30,800 150,000 582,000 8,100 7,800
1° Cuartil 29,250 21,250 231,750 0,498 6,675
Mediana 29,850 40,000 354,000 1,465 6,745
3° Cuartil 30,300 103,750 538,500 3,865 7,363
Media 29,700 64,167 377,333 2,690 6,983
Varianza (n-1) 0,880 3294,167 31563,867 9,488 0,312
Desviacion 0,938 57,395 177,662 3,080 0,558
tipica (n-1)

b. Ciénaga de Momil.
- Temperatura Transparencia Conductividad .

Estadistico °C) (cm) (uslcm) Oxigeno (mg/l) pH
No.de 6 6 6 6 6
observaciones
Minimo 30,400 13,000 251,000 2,930 6,900
Maximo 32,100 90,000 485,000 7,960 7,710
1° Cuartil 30,575 31,750 275,500 6,335 6,923
Mediana 31,150 62,500 338,000 6,760 7,130
3° Cuartil 31,725 74,500 415,500 6,870 7,458
Media 31,183 54,667 351,333 6,252 7,215
Varianza (n-1) 0,510 924,267 8802,267 2,975 0,121
Desviacion 0,714 30,402 93,820 1725 0,348
tipica (n-1)
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ANEXO 5.

quimicas con las variables biolégicas (cambios histolégicos asociados con MC’s).

Andlisis de Componentes Principales (ACP) entre las variables fisicas y

ANEXO 5.1. Estadisticos descriptivos (Datos cuantitativos):
Obs. con Obs. sin
Observaci datos datos Desv.
Variable ones perdidos  perdidos Minimo Mdaximo Media tipica
T(°C) 113 0 113 28,200 32,100 30,314 1,055
Transparencia
(cm) 113 0 113 13,000 150,000 61,615 42,339
0D (mg/) 113 0 113 0,270 7,960 4,019 2,838
pH 113 0 113 6,390 7,710 7,048 0,388
Conductividad 353,73
(us/cm) 113 0 113 183,000 572,000 9 118,835
B-AtrofLam 113 0 113 0,000 1,000 0,347 0,357
B-PerfnLam 113 0 113 0,000 1,000 0,252 0,300
B-Hiperhem 113 0 113 0,000 1,000 0,341 0,417
B-FusLam 113 0 113 0,000 1,000 0,268 0,373
B-Deglam 113 0 113 0,000 1,000 0,181 0,296
B-Telange 113 0 113 0,000 1,000 0,186 0,304
H-DegPlum 113 0 113 0,000 1,000 0,420 0,427
H-Necrosis 113 0 113 0,000 1,000 0,228 0,376
H-Vacuol 113 0 113 0,000 1,000 0,206 0,336
H-HepatBinucl 113 0 113 0,000 1,000 0,181 0,308
H-Hemorr 113 0 113 0,000 1,000 0,168 0,309
H-DilatSinus 113 0 113 0,000 1,000 0,153 0,301
H-Turg 113 0 113 0,000 1,000 0,139 0,304
H-NuclPicn 113 0 113 0,000 1,000 0,044 0,190
ANEXO 5.2. Estadisticos descriptivos (Datos cualitativos):
Variable Categorias Cuentas Frecuencias %
EST-Rh SS-Aa 30 30 26,549
MM-Aa 30 30 26,549
SS-Ab 27 27 23,894
MM-Ab 26 26 23,009
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ANEXO 5.3. Matriz de correlaciones (Spearman (n)) entre Variables F-Q y las variables bioldgicas (alteracies histolégicas asociadas a MC’s)

. ey 505 FE g 5 2 F o3 3 P 3 i . ¢

Variables T(°C) Trans(:;r)encna ("cj);“ pH COI}F;J;ZII:I) a -:2: % E-’. 3 gf § E’ § E é § E I? ‘_2:1'

i & i e & & 2 z * 2 2 § 7 3
T(°C) 1 -0,038 0,618 0,311 -0,125  -0,066 0,065 0,144 -0,014 0,047 0,044  -0,049 0,071 0,105 0,068 0,224  -0,268 0,178 0,005
Transparencia (cm) -0,038 1 -0,251 -0,650 -0,878 -0,116 -0,179 -0,191 0,018 -0,070 -0,059 -0,135 -0,102 0,065 -0,298 0,011 -0,244 -0,261 0,111
oD (mg/l) 0,618 -0,251 1 0,315 0,267 -0,083 0,098 0,118 -0,129 0,111 0,100 0,001 0,129 0,029 0,122 0,189 -0,016 0,160  -0,050
pH 0,311 -0,650 0,315 1 0,696 0,038 0,107 0,104 -0,078 0,094 0,086 0,013 0,118 0,035 0,232 0,048 0,107 0,106  -0,011
Conductividad (us/cm)  -0,125 -0,878 0,267 0,696 1 0,013 0,164 0,103 -0,115 0,096 0,087 0,098 0,091 -0,053 0,227 -0,023 0,383 0,145 -0,094
B-AtrofLam -0,066 -0,116  -0,083 0,038 0,013 1 0,123 0,235 0,159 0,083 0,085 0,179 -0,082 -0,140 0,105 0,005 0,000 0,109 -0,119
B-PerfnLam 0,065 -0,179 0,098 0,107 0,164 0,123 1 -0,034 0,130 0,162 0,154  -0,030 -0,041 0,125 0,076 0,163 -0,102 0,118 0,072
B-Hiperhem 0,144 -0,191 0,118 0,104 0,103 0,235 -0,034 1 -0377 0,232 0,224 0,255 -0,166 -0,024 0,097 0,030 0,082 0,046 -0,111
B-FusLam -0,014 0,018 -0,129 -0,078 -0,115 0,159 0,130 -0,377 1 -0,092 -0,082 0,007 0,112 0,074 -0,089 0,079 -0,106 0,208 -0,185
B-Deglam 0,047 -0,070 0,111 0,094 0,096 0,083 0,162 0,232 -0,092 1 0,998 0,165 0,067 -0,028 0,094 0,077 0,034 0,060 -0,161
B-Telange 0,044 -0,059 0,100 0,086 0,087 0,085 0,154 0,224 -0,082 0,998 1 0,157 0,064 -0,031 0,089 0,083 0,030 0,058 -0,161
H-DegPlum -0,049 -0,135 0,001 0,013 0,098 0,179  -0,030 0,255 0,007 0,165 0,157 1 -0302 -0,079 -0,005 -0,209 0,290 -0,006 -0,146
H-Necrosis 0,071 -0,102 0,129 0,118 0,091 -0,082 -0,041 -0,166 0,112 0,067 0,064 -0,302 1 0,206 0,089 0,097 -0,003 0,204  -0,065
H-Vacuol 0,105 0,065 0,029 0,035 -0,053 -0,140 0,125  -0,024 0,074 -0,028 -0,031 -0,079 0,206 1 -0,027 0,207 0,076 0,345 -0,002
H-HepatBinucl 0,068 -0,298 0,122 0,232 0,227 0,105 0,076 0,097 -0,089 0,094 0,089  -0,005 0,089 -0,027 1 0,013 -0,035 0,125 -0,058
H-Hemorr 0,224 0,011 0,189 0,048 -0,023 0,005 0,163 0,030 0,079 0,077 0,083 -0,209 0,097 0,207 0,013 1 -0,123 0,254  -0,040
H-DilatSinus -0,268 -0,244 -0,016 0,107 0,383 0,000 -0,102 0,082 -0,106 0,034 0,030 0,290 -0,003 0,076 -0,035 -0,123 1 0,182 -0,128
H-Turg 0,178 -0,261 0,160 0,106 0,145 0,109 0,118 0,046 0,208 0,060 0,058 -0,006 0,204 0,345 0,125 0,254 0,182 1 -0,112
H-NuclPicn 0,005 0,111 -0,050 -0,011 -0,094  -0,119 0,072 -0,111 -0,185 -0,161 -0,161 -0,146 -0,065 -0,002 -0,058  -0,040 -0,128 -0,112 1

Los valores en negrita son diferentes de 0 con un nivel de significacion alfa=0,05
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ANEXO 5.4. Prueba de esf. de Bartlett:

Chi-cuadrado (Valor
observado)

386,461

Chi-cuadrado (Valor critico) 18,307

GL

valor-p (bilateral)

alfa

10
<

0,0001
0,05

Interpretacion de la prueba:

HO: No hay ninguna correlacion significativamente diferente de 0 entre las variables.
Ha: Al menos una de las correlaciones entre las variables es significativamente diferente

de 0.

Puesto que el valor-p computado es menor que el nivel de significacion alfa=0,05, se debe

rechazar la hipétesis nula HO, y aceptar la hipétesis alternativa Ha.
ANEXO 5.5. Andlisis de Componentes Principales (ACP):

Valores propios:

F1 F2 F3 F4 F5
Valor propio 2,684 1,518 0,488 0,252 0,059
Variabilidad (%) 53,683 30,358 9,753 5,033 1,173

% acumulado

53,683 84,041 93,794 98,827 100,000

Valor propio

2,5 4

1,5 -

0,5 1

F1

Grafico de sedimentacion

F2 F3 F4 F5
eje

100

80

60

40

20

Variabilidad acumulada (%)
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Vectores propios:

F1 F2 F3 F4 F5
T(°C) -0,192 0,717  -0,367  -0,429 0,360
Transparencia (cm) 0,537 0,258  -0,107 0,659 0,448
OD (mg/l) -0,334 0,553 0,652 0,320 -0,233
pH -0,526  -0,008  -0,615 0,519 0,275
Conductividad (us/cm) -0,5636  -0,336 0,222 0,104 0,735
Cargas factoriales:
F1 F2 F3 F4 F5

T(°C) -0,315 0,884  -0,256  -0,215 0,087
Transparencia (cm) 0,879 0,318  -0,075 0,330 0,108
OD (mg/l) -0,547 0,681 0,456 0,161 -0,057
pH -0,862  -0,010  -0,430 0,260  -0,067
Conductividad (us/cm) -0,878  -0,414 0,155 0,052 0,178
B-AtrofLam -0,030  -0,104  -0,0565 -0,106  -0,235
B-PerfnLam -0,174  -0,001 0,043  -0,083 0,047
B-Hiperhem -0,171 0,069 0,005 -0,169  -0,057
B-FusLam 0,097  -0,031 -0,084  -0,152  -0,123
B-DegLam -0,113 0,036 0,037 0,057 0,019
B-Telange -0,101 0,034 0,032 0,056 0,026
H-DegPlum -0,075  -0,083 0,067  -0,100  -0,042
H-Necrosis -0,135 0,053 0,024 0,028  -0,064
H-Vacuol 0,009 0,102  -0,086 0,039 0,047
H-HepatBinucl -0,279  -0,031 -0,009  -0,085  -0,141
H-Hemorr -0,069 0,224 0,007  -0,012 0,048
H-DilatSinus -0,205  -0,320 0,191 0,090 0,206
H-Turg -0,220 0,081 0,048 -0,253  -0,052
H-NuclPicn 0,080 0,029  -0,087 0,079  -0,013

Los resultados que corresponden a las variables suplementarias se muestran en la segunda parte de la tabla

100



ANEXO 5.6. Correlaciones entre las variables dependientes (lesiones) y los factores (F):

F1 F2 F3 F4 F5
T(°C) -0,315 0884 -0,25 -0,215 0,087
Transparencia (cm) 0879 0318 -0,075 0,330 0,108
OD (mgfl) -0547 0681 045 0,161 -0,057
pH -0,862 -0,010 -0,430 0,260 -0,067
Conductividad (us/cm)  -0,878 -0,414 0,155 0,052 0,178
B-AtrofLam -0,030 -0,104 -0,055 -0,106 -0,235
B-PerfnLam -0,174  -0,001 0,043 -0,083 0,047
B-Hiperhem -0,1771 0,069 0,005 -0,169 -0,057
B-FusLam 0,097 -0,031 -0,084 -0,152 -0,123
B-DegLam -0,113 0,036 0,037 0,057 0,019
B-Telange -0,1701 0,034 0,032 0,05 0,026
H-DegPlum -0,075 -0,083 0,067 -0,100 -0,042
H-Necrosis -0,135 0,053 0,024 0,028 -0,064
H-Vacuol 0,000 0,102 -0,086 0,039 0,047
H-HepatBinucl -0,279  -0,031 -0,009 -0,085 -0,141
H-Hemorr -0,069 0224 0,007 -0,012 0,048
H-DilatSinus -0,205 -0,320 0,191 0,090 0,206
H-Turg -0,220 0,081 0,048 -0,253 -0,052
H-NuclPicn 0,080 0,029 -0,087 0,079 -0,013

Los resultados que corresponden a las variables suplementarias se muestran en la segunda parte de la tabla

Contribuciones de las variables (%):

F1 F2 F3 F4 F5
T(°C) 3,686 51,480 13,489 18,391 12,954
Transparencia (cm) 28,786 6,643 1,148 43,375 20,048
OD (mg/l) 11,141 30,594 42,565 10,256 5,444
pH 27,687 0,006 37,862 26,888 7,557
Conductividad (us/cm) 28,700 11277 4,936 1,090 53,997
Puntuaciones factoriales del ACP:

F1 F2 F3 F4 F5
SS-Aa 2,869 -0,530 -0,122 -0,028 -0,266
SS-Aa 2,869 -0,530 -0,122 -0,028 -0,266
SS-Aa 2,869 -0,530 -0,122 -0,028 -0,266
SS-Aa 2,869 -0,530 -0,122 -0,028 -0,266
SS-Aa 2,869 -0530 -0,122 -0,028 -0,266
SS-Aa 2,869 -0,530 -0,122 -0,028 -0,266
SS-Aa 2,869 -0530 -0,122 -0,028 -0,266
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Puntuaciones factoriales del ACP:

Fi F2 3 F4  F5
SS-Aa 2869 -0530 -0122 -0028 -0,266
SS-Aa 2869 -0530 -0122 -0028 -0,266
SS-Aa 2869 -0530 -0122 -0028 -0,266
MM-Aa 0458 1,869 -0,284 -0,126 -0,027
MM-Aa 0458 1,869 -0,284 -0,126 -0,027
MM-Aa 0458 1,869 -0,284 -0,126 -0,027
MM-Aa 0458 1,869 -0,284 -0,126 -0,027
MM-Aa 0458 1,869 -0,284 -0,126 -0,027
MM-Aa 0458 1,869 -0,284 -0,126 -0,027
MM-Aa 0458 1,869 -0,284 -0,126 -0,027
MM-Aa 0458 1,869 -0,284 -0,126 -0,027
MM-Aa 0458 1,869 -0,284 -0,126 -0,027
MM-Aa 0458 1,869 -0,284 -0,126 -0,027
SS-Aa 2700 0351 -0669 0044 0,273
SS-Aa 2700 0351 -0669 0044 0,273
SS-Aa 2700 0351 -0669 0044 0,273
SS-Aa 2700 0351 -0669 0044 0,273
SS-Aa 2700 0351 -0669 0044 0,273
SS-Aa 2700 0351 -0669 0044 0,273
SS-Aa 2700 0351 -0669 0044 0,273
SS-Aa 2700 0351 -0669 0044 0,273
SS-Aa 2700 0351 -0669 0044 0,273
SS-Aa 2700 0351 -0669 0044 0,273
MM-Aa 0533 1745 0569 0410 0,056
MM-Aa 0533 1745 0569 0410 0,056
MM-Aa 0533 1745 0569 0410 0,056
MM-Aa 0533 1745 0569 0410 0,056
MM-Aa 0533 1745 0569 0410 0,056
MM-Aa 0533 1745 0569 0410 0,056
MM-Aa 0533 1745 0569 0410 0,056
MM-Aa 0533 1745 0569 0410 0,056
MM-Aa 0533 1745 0569 0410 0,056
MM-Aa 0533 1745 0569 0410 0,056
SS-Aa 0242 -1,389 1,267 0425 0,291
SS-Aa 0242 -1,389 1,267 0425 0,291
SS-Aa 0242 -1,389 1,267 0425 0,291
SS-Aa 0242 -1,389 1,267 0425 0,291
SS-Aa 0242 -1,389 1,267 0425 0,291
SS-Aa 0242 -1,389 1,267 0425 0,291
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Puntuaciones factoriales del ACP:

Fi F2 3 F4  F5
$S-Aa 0242 -1,389 1,267 0425 0,291
SS-Aa 0242 -1,389 1,267 0425 0,291
$S-Aa 0242 -1,389 1,267 0425 0,291
$S-Aa 0242 -1,389 1,267 0425 0,291
MM-Aa 0143 0650 0470 0630 -0,227
MM-Aa 0143 0650 0470 0630 -0,227
MM-Aa 0143 0650 0470 0630 -0,227
MM-Aa 0143 0650 0470 0630 -0,227
MM-Aa 0143 0650 0470 0630 -0,227
MM-Aa 0143 0650 0470 0630 -0,227
MM-Aa 0143 0650 0470 0630 -0,227
MM-Aa 0143 0,650 0470 0630 -0,227
MM-Aa 0143 0650 0470 0630 -0,227
MM-Aa 0143 0650 0470 0630 -0,227
SS-Ab 0897 -0314 0676 -1,459 -0,031
SS-Ab 0897 -0314 0676 -1,459 -0,031
SS-Ab 0897 -0314 0676 -1,459 -0,031
SS-Ab 0897 -0314 0676 -1,459 -0,031
SS-Ab 0897 -0314 0676 -1,459 -0,031
SS-Ab 0897 -0314 0676 -1,459 -0,031
SS-Ab 0897 -0314 0676 -1,459 -0,031
MM-Ab 4,015 0975 1392 -0300 0316
MM-Ab 4,015 0975 1392 -0300 0316
MM-Ab 4,015 0975 1392 -0300 0316
MM-Ab 4,015 0975 1392 -0300 0316
MM-Ab 4,015 0975 1392 -0300 0316
MM-Ab 4,015 0975 1392 -0300 0316
SS-Ab 1,566 2,324 -0376 0,153 0,044
SS-Ab 1,566 2,324 -0376 0,153 0,044
SS-Ab 1,566 2,324 -0376 0,153 0,044
SS-Ab 1,566 2,324 -0376 0,153 0,044
SS-Ab 1,566 2,324 -0376 0,153 0,044
SS-Ab 1,566 2,324 -0376 0,153 0,044
SS-Ab 1,566 2,324 -0376 0,153 0,044
SS-Ab 1,566 2,324 -0376 0,153 0,044
SS-Ab 1,566 2,324 -0376 0,153 0,044
SS-Ab 1,566 2,324 -0376 0,153 0,044
MM-Ab 4,679 0,401 -0692 0405 -0,252
MM-Ab 4,679 0,401 -0692 0405 -0,252
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Puntuaciones factoriales del ACP:

Fi F2 3 F4  F5
MM-Ab 4,679 0,101 -0692 0405 -0,252
MM-Ab 4,679 0,101 -0692 0405 -0,252
MM-Ab 4,679 0,101 -0692 0405 -0,252
MM-Ab 4,679 04101 -0692 0405 -0,252
MM-Ab 4,679 0,101 -0692 0405 -0,252
MM-Ab 4,679 0,101 -0692 0405 -0,252
MM-Ab 4,679 0,101 -0692 0405 -0,252
MM-Ab 4,679 0,101 -0692 0405 -0,252
SS-Ab 0,565 -1268 -0290 -0,336 -0,438
SS-Ab 0,565 -1268 -0290 -0,336 -0,438
SS-Ab 0,565 -1268 -0290 -0,336 -0,438
SS-Ab 0,565 -1268 -0290 -0,336 -0,438
SS-Ab 0,565 -1268 -0290 -0,336 -0,438
SS-Ab 0,565 -1268 -0290 -0,336 -0,438
SS-Ab 0,565 -1268 -0290 -0,336 -0,438
SS-Ab 1,358 0,225 -0,862 0121 0616
SS-Ab 1,358 0,225 -0,862 0121 0616
SS-Ab 1,358 0,225 -0,862 0121 0616
MM-Ab 2639 0818 0659 -0513 0,061
MM-Ab 2639 0818 0659 -0513 0,061
MM-Ab 2639 0818 0659 -0513 0,061
MM-Ab 2639 0818 0659 -0513 0,061
MM-Ab 2639 0818 0659 -0513 0,061
MM-Ab 2639 0818 0659 -0513 0,061
MM-Ab 2639 0818 0659 -0513 0,061
MM-Ab 2639 0818 0659 -0513 0,061
MM-Ab 2639 0818 0659 -0513 0,061
MM-Ab 2639 0818 0659 -0513 0,061
EST-Rh-5S-Aa 1,280 3437 1512 0775 6,265
EST-Rh-MM-Aa 4,731 3484 1648 0200 5717
EST-Rh-SS-Ab 5375 5780 2890 -0419 8792
EST-Rh-MM-Ab 5205 -5594 2009 -0,346 8,680

Los resultados que corresponden a los centroides de las categorias se muestran en la parte inferior de la tabla

Contribuciones de las observaciones (%) en el ACP:

Fi F2 3 F4  F5
SS-Aa 2713 04164 0027 0003 1,068
SS-Aa 2713 04164 0027 0003 1,068
SS-Aa 2713 04164 0027 0003 1,068
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Contribuciones de las observaciones (%) en el ACP:

SS-Aa
SS-Aa
SS-Aa
SS-Aa
SS-Aa
SS-Aa
SS-Aa
MM-Aa
MM-Aa
MM-Aa
MM-Aa
MM-Aa
MM-Aa
MM-Aa
MM-Aa
MM-Aa
MM-Aa
SS-Aa
SS-Aa
SS-Aa
SS-Aa
SS-Aa
SS-Aa
SS-Aa
SS-Aa
SS-Aa
SS-Aa
MM-Aa
MM-Aa
MM-Aa
MM-Aa
MM-Aa
MM-Aa
MM-Aa
MM-Aa
MM-Aa
MM-Aa
SS-Aa
SS-Aa

F1

2,713
2,713
2,713
2,713
2,713
2,713
2,713
0,069
0,069
0,069
0,069
0,069
0,069
0,069
0,069
0,069
0,069
2,420
2,420
2,420
2,420
2,420
2,420
2,420
2,420
2,420
2,420
0,094
0,094
0,094
0,094
0,094
0,094
0,094
0,094
0,094
0,094
0,019
0,019

F2

0,164
0,164
0,164
0,164
0,164
0,164
0,164
2,035
2,035
2,035
2,035
2,035
2,035
2,035
2,035
2,035
2,035
0,072
0,072
0,072
0,072
0,072
0,072
0,072
0,072
0,072
0,072
1,776
1,776
1,776
1,776
1,776
1,776
1,776
1,776
1,776
1,776
1,125
1,125

F3

0,027
0,027
0,027
0,027
0,027
0,027
0,027
0,146
0,146
0,146
0,146
0,146
0,146
0,146
0,146
0,146
0,146
0,812
0,812
0,812
0,812
0,812
0,812
0,812
0,812
0,812
0,812
0,587
0,587
0,587
0,587
0,587
0,587
0,587
0,587
0,587
0,587
2,914
2,914

F4

0,003
0,003
0,003
0,003
0,003
0,003
0,003
0,056
0,056
0,056
0,056
0,056
0,056
0,056
0,056
0,056
0,056
0,007
0,007
0,007
0,007
0,007
0,007
0,007
0,007
0,007
0,007
0,592
0,592
0,592
0,592
0,592
0,592
0,592
0,592
0,592
0,592
0,636
0,636

F5

1,068
1,068
1,068
1,068
1,068
1,068
1,068
0,011
0,011
0,011
0,011
0,011
0,011
0,011
0,011
0,011
0,011
1,128
1,128
1,128
1,128
1,128
1,128
1,128
1,128
1,128
1,128
0,047
0,047
0,047
0,047
0,047
0,047
0,047
0,047
0,047
0,047
1,276
1,276
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Contribuciones de las observaciones (%) en el ACP:

SS-Aa
SS-Aa
SS-Aa
SS-Aa
SS-Aa
SS-Aa
SS-Aa
SS-Aa
MM-Aa
MM-Aa
MM-Aa
MM-Aa
MM-Aa
MM-Aa
MM-Aa
MM-Aa
MM-Aa
MM-Aa
SS-Ab
SS-Ab
SS-Ab
SS-Ab
SS-Ab
SS-Ab
SS-Ab
MM-Ab
MM-Ab
MM-Ab
MM-Ab
MM-Ab
MM-Ab
SS-Ab
SS-Ab
SS-Ab
SS-Ab
SS-Ab
SS-Ab
SS-Ab
SS-Ab

F1

0,019
0,019
0,019
0,019
0,019
0,019
0,019
0,019
0,007
0,007
0,007
0,007
0,007
0,007
0,007
0,007
0,007
0,007
0,265
0,265
0,265
0,265
0,265
0,265
0,265
0,340
0,340
0,340
0,340
0,340
0,340
0,808
0,808
0,808
0,808
0,808
0,808
0,808
0,808

F2

1,125
1,125
1,125
1,125
1,125
1,125
1,125
1,125
0,247
0,247
0,247
0,247
0,247
0,247
0,247
0,247
0,247
0,247
0,057
0,057
0,057
0,057
0,057
0,057
0,057
0,554
0,554
0,554
0,554
0,554
0,554
3,148
3,148
3,148
3,148
3,148
3,148
3,148
3,148

F3

2,914
2,914
2,914
2,914
2,914
2,914
2,914
2,914
0,402
0,402
0,402
0,402
0,402
0,402
0,402
0,402
0,402
0,402
0,829
0,829
0,829
0,829
0,829
0,829
0,829
3,516
3,516
3,516
3,516
3,516
3,516
0,256
0,256
0,256
0,256
0,256
0,256
0,256
0,256

F4

0,636
0,636
0,636
0,636
0,636
0,636
0,636
0,636
1,397
1,397
1,397
1,397
1,397
1,397
1,397
1,397
1,397
1,397
7,488
7,488
7,488
7,488
7,488
7,488
7,488
0,316
0,316
0,316
0,316
0,316
0,316
0,082
0,082
0,082
0,082
0,082
0,082
0,082
0,082

F5

1,276
1,276
1,276
1,276
1,276
1,276
1,276
1,276
0,777
0,777
0,777
0,777
0,777
0,777
0,777
0,777
0,777
0,777
0,014
0,014
0,014
0,014
0,014
0,014
0,014
1,504
1,504
1,504
1,504
1,504
1,504
0,030
0,030
0,030
0,030
0,030
0,030
0,030
0,030
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Contribuciones de las observaciones (%) en el ACP:

SS-Ab
SS-Ab
MM-Ab
MM-Ab
MM-Ab
MM-Ab
MM-Ab
MM-Ab
MM-Ab
MM-Ab
MM-Ab
MM-Ab
SS-Ab
SS-Ab
SS-Ab
SS-Ab
SS-Ab
SS-Ab
SS-Ab
SS-Ab
SS-Ab
SS-Ab
MM-Ab
MM-Ab
MM-Ab
MM-Ab
MM-Ab
MM-Ab
MM-Ab
MM-Ab
MM-Ab
MM-Ab

F1

0,808
0,808
0,930
0,930
0,930
0,930
0,930
0,930
0,930
0,930
0,930
0,930
0,105
0,105
0,105
0,105
0,105
0,105
0,105
0,608
0,608
0,608
2,295
2,295
2,295
2,295
2,295
2,295
2,295
2,295
2,295
2,295

F2

3,148
3,148
0,006
0,006
0,006
0,006
0,006
0,006
0,006
0,006
0,006
0,006
0,938
0,938
0,938
0,938
0,938
0,938
0,938
0,030
0,030
0,030
0,390
0,390
0,390
0,390
0,390
0,390
0,390
0,390
0,390
0,390

F3

0,256
0,256
0,868
0,868
0,868
0,868
0,868
0,868
0,868
0,868
0,868
0,868
0,152
0,152
0,152
0,152
0,152
0,152
0,152
1,348
1,348
1,348
0,788
0,788
0,788
0,788
0,788
0,788
0,788
0,788
0,788
0,788

F4

0,082
0,082
0,576
0,576
0,576
0,576
0,576
0,576
0,576
0,576
0,576
0,576
0,398
0,398
0,398
0,398
0,398
0,398
0,398
0,052
0,052
0,052
0,927
0,927
0,927
0,927
0,927
0,927
0,927
0,927
0,927
0,927

F5

0,030
0,030
0,956
0,956
0,956
0,956
0,956
0,956
0,956
0,956
0,956
0,956
2,889
2,889
2,889
2,889
2,889
2,889
2,889
5717
5717
5717
0,056
0,056
0,056
0,056
0,056
0,056
0,056
0,056
0,056
0,056
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