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RESUMEN

La contaminacion de los ambientes acuaticos conlleva a la afectacion
directa de las especies que se desarrollan en estos medios, tal es asi que
las especies endémicas son las que sufren mas estos efectos en niveles
aun no determinados, pero que definitivamente afectan su poblacién y
subsistencia. Esto motivd el presente trabajo de investigacion, donde se
tuvo como objetivo determinar la concentracion letal media (CLso-96) y
efecto histopatoldgico del sulfato de cobre en alevinos de Orestias luteus

“carachi amarillo”.

El trabajo se realizé en el Laboratorio de Acuicultura y el Laboratorio de
Muestras Biologicas de la Direccion de Recursos Hidrobioldgicos del
Proyecto Especial Binacional Lago Titicaca (PELT), ubicado en Muelle
Barco S/N, distrito de Chucuito, Puno y en el Laboratorio de
Histopatologia de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional del

Altiplano, durante los meses de Abril a Noviembre del afio 2010.

Un total de 280 alevinos del Orestias luteus fueron expuestos a
concentraciones de 20 ug/l; 10 ug/l; 5 ug/l; 2,5 ug/l; 1,25 ug/l y 0,63 ugl/l

de sulfato de cobre y un control durante un periodo de 96 horas.



Se observo una mortalidad minima de12 alevinos en la concentracion de
0,63 ug/l de sulfato de cobre, mientras que el maximo de mortalidad fue
40 alevinos al final de las primeras 72 horas en las concentraciones de 20
Mg/l y 10 pg/l de sulfato de cobre. La Concentracién Letal Media (CL5o-96)
para el sulfato de cobre mediante el método Probit fue 1,65 pg/l al final de

todo el experimento.

Posteriormente y para determinar los efectos histopatolégicos en los
alevinos, estos fueron procesados, realizando cortes histolégicos a
diferentes niveles anatémicos y tefiidos con la técnica de hematoxilina-
eosina y conservados de manera permanente utilizando Balsamo de

Canada.

El sulfato de cobre afectd la estructura ocular, produciendo una atrofia

celular del cristalino y el iris en la concentracion de 20 pg/l, lo mismo en la

estructura del iris a 10 pg/l en comparacion al control.

Vi
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. INTRODUCCION

La contaminacion del Lago Titicaca por el ingreso de residuos de origen
industrial, agricola y doméstico directamente al lago o a través de sus rios
afluentes ha contribuido al deterioro de su calidad, que se ha
incrementado a través de los afios debido al aumento de las actividades
desarrolladas por el hombre, en especial en los distritos circunlacustres al

Lago Titicaca.

La fauna de especies icticas nativas de los cuerpos de agua de la Cuenca
del Titicaca ha sufrido una drastica disminucion en su biomasa en los
ultimos 20 afos. Para el Lago Titicaca Dejoux & lltis (1991) reportaron 16
especies del género Orestias y en la actualidad solo se reportan alrededor
de 6 (Segura, 2006). Entre las especies de este género se encuentra
Orestias Iluteus “carachi amarillo” considerada una especie muy
importante desde el punto de vista ecologico y de gran valor socio-

economico.

Aun no existen evidencias cientificas que demuestren el efecto del
deterioro de la calidad del agua sobre el estado actual de las poblaciones

de las especies icticas como Orestias luteus, tampoco se dispone de



informacion sobre la sensibilidad de esta especie a la contaminacion
quimica de su habitat y particularmente a la presencia de cobre, que se
ha reportado en varias bahias del Lago Titicaca en concentraciones
superiores a las establecidas en la normatividad ambiental vigente para

lagos y lagunas (DIGESA, 2010).

Los bioensayos de toxicidad son empleados para reconocer y evaluar los
efectos de los contaminantes sobre la biota. En los bioensayos se usa
tejido vivo, organismo, o grupo de organismos para evaluar los efectos de
cualquier sustancia contaminante sobre los mismos como lo fue en este
caso la exposicion de Orestias luteus a diferentes concentraciones de
CuS04.5H20 debido a que esta especie endémica se encuentra
vulnerable. Con dicha exposicidn, se busca determinar la Concentracion
Letal (CLso0-96) del sulfato de cobre que produzca la muerte en el 50% de la

poblacion expuesta en 96 horas.

Con el presente trabajo se buscé aportar al conocimiento de los efectos
toxicolégicos del cobre en forma de CuS0O4.5H20 sobre la poblacién de
Orestias luteus, y asi contribuir a establecer pautas normativas que

prevean el impacto del cobre, sobre organismos acuaticos.



1.1.

1.2.

1.3.

Enunciado del problema
¢(Cual es la concentracion letal media (ClLso9s) y efecto
histopatolégico del sulfato del cobre (CuS04.5H20) en alevinos de

Orestias luteus “carachi amarillo”?

Hipotesis
Las elevadas concentraciones de cobre en el Lago Titicaca causan
efectos histopatoldégicos en alevinos de Orestias luteus, que

contribuyen a la desaparicion de su poblacion.

Objetivos

1.3.1. Objetivo general
Determinar la concentraciéon letal media (CLso96) y efecto
histopatoldgico del sulfato de cobre en alevinos de Orestias

luteus.

1.3.2. Objetivos especificos
e Determinar de la concentracion minima efectiva a la
maxima tolerable de Orestias luteus con sulfato de

cobre.



Determinar la concentraciéon letal media (CLso-96) de

sulfato de cobre en alevinos de Orestias luteus.

Evaluar los efectos de histopatolégicos de la exposicion

a sulfato de cobre en alevinos de Orestias luteus.



2.1.

. MARCO TEORICO

Ecosistemas acuaticos

Los ecosistemas acuaticos son el centro de interaccion de un gran
numero de factores bidticos y abidticos que pueden ser
modificados drasticamente por factores ambientales y/o
antropogénicos. Estos ecosistemas incluyen las aguas de los
océanos (ecosistemas marinos) y las aguas continentales dulces

(rios, lagos, pantanos y demas fuentes acuaticas) o saladas.

Los ecosistemas de agua pueden considerarse entre los mas
importantes de la naturaleza y su existencia depende totalmente
del régimen que tengan (Bernal & Grijalba, 2008). Asi,
genéricamente, variaciones y la regularidad de las aguas de un
lago son de gran importancia para las plantas, animales y personas

que viven circunlacustres a éste.

Odum (2006) sefala que los ecosistemas de agua dulce ocupan
una pequena porcion de la superficie de la tierra, esto cuando son

comparados con ecosistemas marinos, sin embargo, su



importancia para el hombre es mucho mayor que al area

respectiva, por las siguientes razones:

Son la fuente de agua mas apropiada y barata para las

necesidades domeésticas e industriales.

e Los componentes del agua dulce constituyen parte del ciclo
hidrologico.

e Los ecosistemas de agua dulce constituyen sistemas mas

practicos y baratos para el tratamiento de residuos.

2.1.1. Clasificacion de los ecosistemas de agua dulce
Odum (2006) sefala que en base al movimiento del agua,
los ecosistemas acuaticos pueden ser clasificados en dos,

como:

e Ecosistema léntico (latin /enis, calma): es de agua
quieta o de escaso caudal, como en los lagos,
estanques, pantanos y embalses.

e Ecosistema Iético (latin /otus: participio de lavere,
lavar): sistema de agua corriente como en los rios,

arroyos y manantiales.



2.1.2.

Esta clasificacion tiene relevancia tanto para estudiar la
naturaleza como para la explotacion de recursos y la gestion

del agua como recurso hidrico.

Clasificacion de los organismos en ecosistemas
acuaticos

Odum (2006) sefiala que los ecosistemas acuaticos son
aquellos en los que los animales y plantas viven o se
relacionan con seres vivos en el agua. Como los seres vivos
de aguas dulces (o en cualquier otro habitat) no estan
dispuestos en un orden taxondémico (tal como ocurre en los
textos taxondmicos o en museos sistematicos) y util una
clasificacion con base ecoldgica. En primer lugar, pueden
ser clasificados segun sus nichos principales, con bases en

una posicion en la cadena tréfica, como sigue:

e Autétrofos (productores): plantas verdes vy
microrganismos quimio-sintéticos.

e Fagétrofos (macroconsumidores): primarios,
secundarios, etc.; herbivoros, predadores, parasitos,

etc.



Saprofitos (microconsumidores o
descompositores): subclasificados de acuerdo a la

naturaleza del estrato organico descompuesto.

Adicionalmente, los organismos acuaticos pueden ser

clasificados de acuerdo con su forma de vida o habitat, como

sigue:

Bentos: Viven fijos en el fondo o en el sedimento del
fondo. Los animales benténicos pueden ser
subdivididos, de acuerdo con su modo de
alimentaciéon, en filtradores y comedores de
sedimento (una almeja o un caracol acuatico,
respectivamente, serviran de ejemplos).

Perifiton: Seres vivos (animales) fijados o ligados a
tallos y hojas de plantas como el maiz, o a otras
superficies situadas sobre el fondo.

Plancton: Organismos flotantes cuyos movimientos
son maso menos dependientes de las corrientes. En
cuanto a algunos componentes del zooplancton
poseen movimientos natatorios activos, que los

ayudan a mantener una posicion vertical, o plancton



2.2,

en su conjunto que es incapaz de moverse en contra
de la corriente.

¢ Necton: Seres vivos nadadores que se mueven a su
voluntad (por tanto son capaces de evitar las redes
para plancton, frascos de cosecha, etc.). Peces,
anfibios, insectos acuaticos grandes y otros.

e Neuston: Seres vivos manteniéndose o nadando en

la superficie. La mayoria de los insectos.

Lago Titicaca

En Puno, la cuenca del Lago Titicaca es endorreica septentrional,
que se encuentra en el Altiplano Peru-Bolivia y esta ubicado entre
las coordenadas 15° 13’ 19” - 16° 35’ 37” de latitud sur y 68° 33’ 36”
- 70° 02’ 13” de longitud oeste; a una altitud aproximada de 3 809

msnm (QOLLASULLO & CIPP UNA, 2002).

2.2.1. Hidrologia
La Hoya del Lago Titicaca se divide en tres zonas: el Lago
Mayor o Lago Chucuito al norte, el Lago Menor o Lago
Huifaymarca al sur y la Bahia de Puno al oeste (ver Anexo

8). El lago Mayor y Menor se encuentran unidos por el



estrecho de Tiquina que tiene un ancho aproximado de 850
m y una profundidad maxima de 21 m . La linea de orilla del
Lago Titicaca tiene una longitud de 915 km. La distancia
maxima del agua entre los dos puntos mas alejados segun
una direccion de Nor-Oeste al Sur-Este, que pasa por el
estrecho de Tiquina, es de 178 km y el ancho maximo como
una perpendicular al eje longitudinal es de 69 km para el
Lago Mayor y de 41 km para el Lago Menor. La superficie
total del lago es de 8 562 km? y tiene un volumen de agua de
903 km? . La profundidad maxima del lago es de 284 m
(cerca a laisla Soto) y una profundidad media de 105 m . La
bahia de Puno se caracteriza por presentar una profundidad
maxima de 52 m y una superficie de 588 km? (QOLLASULLO

& CIPP UNA, 2002).

El Lago Titicaca tiene como principales tributarios fluviales a
los rios: Ramis, que tiene una cuenca con una superficie de
15 060 km? y un aporte hidrico promedio de 74 m?/s; Coata,
que tiene una cuenca con una superficie de 4 650 km? y un
aporte hidrico promedio de 47 m?%s; llave, que tiene una

cuenca con una superficie de 7 290 km? y un aporte hidrico

10
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promedio de 38 m?/s; Huancané, que tiene una cuenca con
una superficie de 3 580 km?y un aporte hidrico promedio de
19 m3/s; Suches, que tiene una cuenca con una superficie de
3 170 km? y un aporte hidrico promedio de 11 m3/s; Zapatilla,
que tiene una cuenca con una superficie de 440 km? y un

aporte hidrico promedio de 2,3 m?/s .

Clima

En las zonas de altitud inferior a 4 000 m, las temperaturas
medias anuales varian entre 7 °C y 10 °C. Alrededor del lago
mismo, las temperaturas son sin embargo superiores a 8 °C.
Boulange & Aquize Jean (1981) evaluaron que la
temperatura media anual a nivel del lago deberia ser de 0 °C
y atribuyen la diferencia de temperatura al efecto térmico de
la masa de agua. Se debe también notar que estaciones
comprendidas entre 3 900 m y 4 000 m, en los extremos sur
y norte de la regidn el lago, tienen temperaturas del orden de
7 °C. El lago tempera el clima sobre todo disminuyendo la
amplitud de las temperaturas, pero no parece ocasionar en
su contorno un aumento de la temperatura media anual

superiora 2 °C .

11



2.23.

2.2.4.

En toda la cuenca, las temperaturas medias mas bajas
tienen lugar en julio, en pleno invierno, mientras que las mas
elevadas se situan de diciembre a marzo, generalmente

centradas en febrero. (Dejoux & lltis, 1991)

Comunidades biolégicas

Los principales recursos hidrobiolégicos del Lago Titicaca
estan constituidos por comunidades de fitoplancton,
macrofitas, zooplancton, fauna béntica y la ictiofauna. La
comunidad ictica del Lago Titicaca esta constituida por dos
grupos, el primero son las especies nativas o autdctonas,
como el género Trichomycterus y sobre todo por el género
Orestias, endémico del altiplano andino. Y el segundo grupo
constituido por las especies introducidas como
Oncorhynchus mykiss “trucha arcoiris” y Basilichthys

bonaerensis “pejerrey” (Dejoux & lltis, 1991).

Contaminacion
La morfologia misma de la bahia de Puno la vuelve
particularmente  sensible a serios problemas de

contaminacion por efluentes urbanos. Al contrario del grande

12



y profundo lago abierto (285 metros), la bahia de Puno esta
separada en su mayor parte del gran eje lacustre y es
relativamente poco profunda (profundidad maxima alrededor
de 30 m). El hecho de que los efluentes de las dos unicas
grandes ciudades de la cuenca de drenaje del lago Titicaca,
Juliaca y Puno, drenen directamente en esta bahia vuelve la
situacion aun mas critica, sobre todo la ultima ciudad que
desagua sus efluentes en la parte interior de la bahia de

puno, aun mas estrecha (Dejoux & lltis, 1991).

El origen de la contaminacion por la mineria en mayor
proporcion en Puno se encuentra a mas de 4 500 msnm en
Ancocala, Ananea, La Rinconada y Pampa Blanca que son
centros auriferos explotados bajo diferentes modalidades,
pero donde los relaves comparten un mismo destino, el rio

Ramis, y este a su vez desemboca en el Lago Titicaca.

En la industria del petréleo en Puno, las actividades de
prospeccidon y explotacion petrolera han sido cuestionadas
en los ultimos afos, ya que producen graves impactos sobre

los cursos de agua, los recursos naturales y las poblaciones.

13



Principalmente durante la fase de perforaciéon Ila
contaminacidon puede ser producida por lodos de
perforacion, si no son bien tratados en el sumidero de lodos.
Estos lodos contienen cloruros, sulfatos y metales pesados
tales como bario, cadmio, cobre, mercurio, zinc, y plomo y
otros productos toxicos. Estos productos pueden contaminar

el suelo y el agua por lixiviacion.

Los Estandares de Calidad Ambiental para Agua (ECA),
establecidos por Decreto Supremo 002-2008-MINAM,
establecen el nivel de concentracion o el grado de
elementos, sustancias o parametros fisicos, quimicos y
biolégicos presentes en el agua, en su condicién de cuerpo
receptor y componente basico de los ecosistemas acuaticos,
que no representa riesgo significativo para la salud de las
personas ni para el ambiente. Y sefala para el cobre en su
categoria 3, para riego de vegetales de tallo corto y tallo alto
no debe exceder 0,2 mg/l; para bebidas de animales no
debe exceder 0,5 mg/l y en su categoria 4, para
conservacion de ambientes acuaticos como el lago Titicaca,

no debe exceder 0,02 mg/I.

14



DIGESA (2010), sefiala que en el monitoreo de diciembre
del mismo afo en la laguna Sillacunca la concentracién de
cobre es mayor 6,9 veces a los ECA. En la laguna Cerro
Lunar las concentraciones de cobre son mayores en 3,6
veces los ECA; incumpliendo con la referida norma debido al
impacto ocasionado por la actividad minera informal en la
zona de la Rinconada y Pampa Blanca. Y en el rio Ananea o
Inambari, rio Grande, rio Crucero, quebrada Chuquisani y
quebrada Choghacota las concentraciones de cobre superan
en 1,39; 1,7; 0,29; 0,52 y 0,095 veces respectivamente a los

ECA — Categoria 3, incumpliendo con la referida norma.

DIGESA (2008), reporta que en el monitoreo del mes de
mayo del mismo afo, las concentraciones de cobre para
categoria IV en las estaciones de control correspondientes a
la laguna Sillacunca fue 0,059 mg/l y para la laguna
Rinconada fue 0,067 mg/l superando los valores de la Ley

General de Aguas (LGA) de 0,02 mgl/l.

DIGESA (2007), sefala que en el mes de julio del mismo afno

las concentraciones de cobre en el monitoreo del rio Ananea
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en 0,949 mg/l, rio Grande en 2,398 mg/l y rio Crucero en
1,829 mgl/l, sobrepasan los valores limite de la LGA clase 3

de 0,5 mg/l, no cumpliendo con la referida norma nacional.

Segura (2006), senala que en el monitoreo realizado en el
mes de mayo y noviembre del 2006, se determiné que los
valores mayores de cobre en la cuenca del lago Titicaca, se
registraron en Pomata 59,84 ug/l, seguido de la Peninsula
de Capachica 57,52 ug/l, superando los niveles de la LGA

categoria 4 de 20 ug/I.

2.3. Orestias luteus “carachi amarillo”
2.3.1. Posicion taxonémica

Segun (Thernavin, 1944) citado por (QOLLASUYO & CIPP

UNA, 2000):
Tabla 1. Taxonomia de Orestias luteus
Phyllum Chordata
Sub phyllum | Vertebrata
Superclase Pisces
clase Osteichthyes
Orden Cyprinodontiformes
Familia Cyprinodontidae
Género Orestias
Especie Orestias luteus
Nombre “Carachi amarillo”, “punkuru”, “awcha’,
comun “‘punku”, “punkuku” o “k’ara wasa”.

Fuente: (QOLLASUYO & CIPP UNA, 2000)
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2.3.2. Descripciéon biométrica
Orestias luteus “carachi amarillo” presenta tallas superiores
al rango de 148-163 mm . Existe una ausencia total de
machos, posiblemente se deba a que éstos no alcanzan
dichas tallas o sean muy escasas, ya que en las tallas
comprendidas entre 123-133 mm existen proporciones casi

iguales de machos respecto a hembras.

Cruz (1984) manifiesta que la longitud promedio de Orestias
luteus es de 86 mm el 50% de la poblacién, alcanzan su
primer desove a los 112 mm el 100% de los individuos han

desovado por primera vez.

2.3.3. Caracteristicas biomorfolégicas Thernavin (1944)

e La coloracion del cuerpo es gris amarillenta por la
parte dorsal algunos oscuros y la abdominal amarillo
cremoso o amarillo canario.

e Presenta el cuerpo comprimido lateralmente y cabeza
ligeramente redondeada.

¢ Dos ojos pequefos cuyas orbitas no sobresalen de la

corona, siendo este casi convexo.
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Boca protractil, la comisura desciende hacia un nivel
por debajo de la orbita y con dientes romos.

Escamas de la parte anterior con granulaciones,
grandes y notorias al tacto, de radios circulares
(ctenoidea).

Presenta las siguientes aletas, un dorsal posterior,
una anal, dos aletas pectorales, aletas ventrales o
pelvianas ausentes, aleta anal presente, aleta caudal
tipicamente homocerca con el borde convexo.
Internamente el aparato digestivo se inicia en la boca
protractil con premaxilares y maxilares, previstas de
dientes de arcos branquiales simples.

En la cavidad buco faringea se encuentra la lengua
pequeia y lisa, a los lados de esta se encuentra las
branquias.

No se encuentra un estdmago propiamente dicho,
sino que mas bien le sigue una regién mas dilatada
del intestino que termina en un ciego pilérico con una
curvatura poco distinguible, que se continua con el
intestino, de la mayor longitud que la cavidad

celémica y que se repliega en el interior.
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e Esto es posible que la parte final del intestino se halla
provista de una valvula intestinal que se presume
tendria una doble funcién la de retornar alimentos,
para prolongar la digestion y para eliminar los restos
de la alimentacion.

¢ El higado voluminoso y de color rojizo se halla situado
en la parte anterior de la cavidad celomica, en el
higado se encuentra la vesicula biliar casi esférica y
de color amarillento.

e El corazén pequefio se halla situado cerca de la
cavidad opercular y por ende cerca de las branquias.

e El macho presenta un testiculo de forma alargada y
se comunica con el orificio genital por medio de un
conducto de igual manera en la hembra que presente
un solo ovario, ambos en la cavidad abdominal cerca

de la abertura anal.

2.3.4. Alimentacion
QOLLASUYO & CIPP UNA (2000) menciona para la
Orestias luteus “carachi amarillo” que su dieta esta

conformada principalmente por organismos bentdnicos en
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tres épocas de estudio, haciendo un promedio anual en
nuamero 96,32% y en volumen de 97,54% (ver Tabla 2).
Dentro de este grupo el constituyente mas importante son
los anfipodos de las tres épocas de estudio con un promedio
en numero de 75% y en volumen 93,9%; seguido de larvas
de chirondmidos es consumido, en la época de invierno seco
con un porcentaje numero de 8,15% y en volumen 2,05% y
en época transitoria con una frecuencia de 4,57% y un
volumen de 1,09%; ostracoda solo es importante en la época
de lluvia con un porcentaje en numero 19,44% y en volumen
2,27%, tiene una preferencia por moluscos (pelecipoda,
planorbis y littoridina) siendo el mas importante esta
ultima, que se hace presente con mayor frecuencia en la
época transitoria con un porcentaje numero del 10,97%,
representando en volumen traza alimenticia; los huevos de
pez solo han sido consumidos en la época invierno seco con
un porcentaje en numero de 6,27% que se ha presentado en

volumen trazas alimenticias.

El zooplancton y grupo terrestre no son importantes; el grupo

nectonico se hace presente solo en la época transitoria y con
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unico representante corixidae representa en numero un

porcentaje de 2,37% y en volumen de 4,85%.

En conclusion Orestias luteus “carachi amarillo” es una
especie de habitos alimenticios bentdnicos carnivoros y con
una dieta no muy diversificada (estendfaga), el 94% de su
alimento esta constituido por anfipoda y muy poco por
pelecipoda, planorbis y littoridina que solo hacen

presentes en las épocas de invierno seco y transitoria.

Tabla 2. Contenido estomacal de Orestias luteus por épocas
en Ojerani, bahia de Puno 1984-1985

Invierno Epoca Epoca Promedio
Organismos seco transitorias lluvias anual
%N %V | %N %V | %N %V | %N %V
|- BENTONICOS | 97,69 | 98,84 | 96,82 | 93,95 | 94,45 | 99,83 | 96,32 | 97,54
Amphipoda 76,21 | 91,97 | 74,13 | 92,37 | 75,01 | 97,56 | --- ---
Larva Chiromidae 8,15 | 2,05 | 24,57 | 1,09 - - - -
Ostracoda 2,37 | 0,27 | 1,15 | 0,06 | 19,44 | 2,27 --- ---
Pelecipoda 0,81 3,56 | 2,60 | 0,02 - - --- -
Littoridina 0,81 | 0,42 | 10,97 | 0,03 --- --- --- ---
Planorbis 2,66 | 0,07 | 2,27 | 0,01 - - --- ---
Ovas de pez 6,28 | 0,40 --- - - - --- ---
Ninfa de Odonata --- --- 1,13 | 0,37 --- --- --- ---
Pupa Diptero 0,40 | 0,10 --- --- --- --- --- ---
I.ZOOPLANCTON | 0,66 — — — 555 | 0,17 | 2,07 | 0,05
Chidorus 0,66 --- --- --- 555 | 0,17 | 2,07 | 0,05
lll.- TERRESTRES | 1,65 | 1,13 | 0,76 | 1,18 --- --- 0,84 | 0,77
Chironomidae A 1.65 | 1.13 --- --- --- --- --- ---
Diptero A -—- --- 0,76 | 1,18 - - --- —
IV.- NECTONICO — — 2,37 | 4,85 — — 0,79 | 1,61
Fuente: (QOLLASUYO & CIPP UNA, 2000)
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2.3.5. Distribucién geografica
El rango de Orestias se extiende desde la provincia de
Ancash, al norte del Peru, hasta Antofagasta, en Chile (09° a
22° Latitud Sur). Es endémico de los lagos y corrientes de
los Andes peruanos, bolivianos y chilenos, mas de la mitad
de las 43 especies conocidas son endémicas de la cuenca
cerrada del Titicaca y de aquellas 23 existen solo en el Lago

Titicaca.

De las 3 zonas que comprende el lago, la mayoria de
especies pertenecen solo a las 2 secciones mas pequefias
(Lago Menor y Bahia de Puno), desconociéndose aun si
éstas representan la verdadera distribucion de Orestias en

el lago o meramente la facilidad de su coleccion.

Las mayores densidades relativas de su poblacion, en orden
de importancia, se encuentran en los lagos: Titicaca (Peru
Bolivia), Junin (Perd) y Poopd (Bolivia), lagunas y rios
aledafios. En los tramos superiores de los rios, su
distribucion altitudinal llega hasta los 4 299 msnm, pudiendo

vivir en riachuelos y charcos de muy escasa profundidad y
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2.3.6.

minimo contenido de oxigeno. En 1979 se descubrio
Orestias en 3 pequefios lagos al Noreste de Lima, lo que
reveld no solo la presencia de 2 nuevas especies sino
también la posibilidad de que puedan encontrarse Orestias
en los numerosos lagos pequefos que caracterizan el sur de

los Andes ecuatorianos (Parenti, 1984).

Situacion de vulnerabilidad
En Bolivia Orestias Iluteus, conocido como: “carachi

amarillo”, “Punku” o “Punkuro”, es incluida dentro de la lista
de especies amenazadas y categorizada como VU, es decir
vulnerable. No obstante en el Peru los peces fueron
excluidos de esta categorizacidn de especies amenazadas
de fauna silvestre en el Decreto Supremo 034-2003-AG por
falta de informacion. A pesar de que en la actualidad ya se
sabe que por lo menos 30 especies de peces de aguas
continentales estan siendo consideradas en diferentes

niveles de amenaza, y dentro de esta consideracién se

encuentra Orestias luteus (Ortega, y otros, 2011).
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Un factor que interviene en la reduccion del area de
distribucion de Orestias luteus y de manera escalonada en la
Cuenca del Lago Titicaca, es a consecuencia especies
introducidas e invasoras como la “trucha arco iris”
Oncorrinchus mykiss y el “pejerrey argentino” Odontesthes
bonariensis especialmente en las zonas donde se da la
practica intensiva de la acuicultura. Siendo las causas
principales la fuerte competencia por alimento y por habitats,
la depredacion de los peces juveniles nativos por las
especies foraneas (cada vez mas incrementada) y algunas

veces el desplazamiento de sus habitats naturales.

Otro factor es la continua sobre explotacion de los recursos
hidrobiologicos y la contaminacién antrépica de los
ambientes acuaticos, como en la mayoria de las zonas
agricolas que usan fertilizantes que van a drenar al Lago
Titicaca, han dado lugar a la disminucién de la poblacién de

diversas especies icticas.

Parenti (1984) reporté 23 especies de Orestias en el Lago

Titicaca, Dejoux (1991) reportd 12 especies y Segura (2006)
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2.4,

reportd solo 6 especies de este género, lo que haria presumir
la extincion de 17 especies, incluido el “Humanto” (Orestias

cuvieri) declarado como especie extinta en 1989

Caracteristicas fisiolégicas del cobre

Muchos metales pesados en forma ibnica son elementos
biologicamente activos y que se encuentran en bajas
concentraciones en aguas naturales. El cobre, junto con otros
metales pesados, es un elemento traza esencial para la vida de los
organismos, ya que forma parte de la estructura de mas de 30
enzimas y de otras moléculas (oxidasas, hidrolasas,
metalotioneinas, etc.) (Harris, 1991). A pesar de ser un metal
esencial, una cantidad excesiva de cobre resulta toxico e irritante

para los organismos Vivos.

El cobre también es un elemento esencial para el organismo
humano, siendo necesario un aporte diario de 30-80 pg/kg en
funcién del peso. Los requerimientos son superiores para recién
nacidos. En el organismo se encuentra fundamentalmente
asociado a proteinas, siendo la principal la ceruloplasmina, que

participa en la oxidacion de Fe?* a Fe®* en una etapa previa a la
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formacion de la hemoglobina. También forma parte de importantes
enzimas que participan en procesos de oxidacion, como por
ejemplo la citocromo oxidasa, la tirosina y varias aminoxidasas (Ho

& Evans, 1997).

Mientras que en animales se conocen claros sintomas de
deficiencia de cobre, no hay tal evidencia en seres humanos. La
intoxicacidn por cobre como consecuencia de una contaminacion
accidental es poco frecuente, ya que su accién emética evita una
ingestion y asimilacién excesiva. No obstante, el envenenamiento
puede producirse por ingestidn de cantidades elevadas de sales de
cobre por via oral, sobre todo en forma de sulfato, que pueda
producir la muerte (Zimdahl & Skogerboe, 1977). Los sintomas de
intoxicacidon son voémitos, hematemesis, hipertension, ictericia,
anemia hemolitica y coma. También se conocen dos enfermedades
hereditarias asociadas a alteraciones en la absorcion de cobre,
como son la enfermedad de Menke y la enfermedad de Wilson,
caracterizadas por una escasa absorcion del cobre y una excesiva

acumulacién en el higado y cerebro respectivamente (Perez, 2005).
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2.5. Caracteristicas generales del sulfato de cobre

El sulfato de cobre (ll) pentahidratado o sulfato cuprico

pentahidratado es le producto de la reaccidn quimica entre el

sulfato de cobre (Il) anhidro y agua. Este se caracteriza por su color

azul y sus rapidos cambios de temperatura al agregarle mas agua,

su férmula quimica es CuS04.5H20.

2.51.

2.5.2.

Mecanismo de accién

Las preparaciones en forma de polvo irritan la piel y las
mucosas con las que entra en contacto. Las sales solubles
como el sulfato de cobre, son corrosivas para las
membranas mucosas y la cérnea. El cobre divalente es
capaz de fijarse a las proteinas formando compuestos con

capacidad antigénica por enlace con la histamina.

Biotransformacioén y excrecién

Puesto que el cobre es un elemento esencial del organismo
humano, la carga corporal del mismo se controla
estrictamente; en un adulto se mantiene relativamente
constante entre 100 y 150 mg . En individuos que no

padezcan de la enfermedad de Wilson (trastorno hereditario
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2.5.3.

en el cual hay demasiado cobre en los tejidos corporales,
este exceso causa dano al higado y al sistema nervioso) el
exceso de cobre absorbido es eliminado en la orina y las

heces (via la bilis).

Destino ambiental

El cobre puede entrar al medio ambiente a través de
liberaciones desde minas de cobre y otros metales, y desde
fabricas que manufacturan o usan cobre metalico o
compuestos de cobre. El cobre también puede entrar al
medio ambiente desde basurales, del agua residual
doméstica, de la combustion de desperdicios y combustibles
fosiles, de la produccion de madera, de la produccién de
abonos de fosfato y de fuentes naturales (por ejemplo, polvo
en el aire, desde el suelo, volcanes, vegetacidon en
descomposicion, incendios forestales y de la espuma del
mar). Por lo tanto, el cobre esta ampliamente distribuido en
el medio ambiente. El cobre se encuentra a menudo cerca
de minas, fundiciones, plantas industriales, vertederos y
sitios de desechos. Cuando el cobre se libera al suelo,

puede adherirse fuertemente a la materia organica y a otros
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2.5.4.

componentes (por ejemplo, arcilla, arena, etc.) en las capas
superficiales del suelo y puede que no se movilice muy lejos

cuando es liberado.

Impacto faunistico

El cobre elemental no se degrada en el ambiente
pudiéndose encontrar en plantas y en animales, y en
concentraciones altas en organismos que filtran sus
alimentos como por ejemplo mejillones y ostras. El cobre
también se encuentra en una variedad de concentraciones
en muchas bebidas y alimentos, incluso en el agua potable

(ATSDR, 2004).

Los organismos acuaticos presentan una relacion dinamica
con el medio ambiente; por tanto, los metales pesados, en
general, son incorporados y excretados por los organismos
hasta que se logra un equilibrio. Sin embargo, los factores
ambientales, las presiones fisioldgicas y el metabolismo de
los organismos afectan a los procesos de acumulacion y

excrecion (Bryan, 1971).
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En alevinos de cachama blanca (Piaractus brachypomus),
de 1,75 £ 0,2 g y longitud total de 4,62 + 0,4 cm, expuestos a
2 y 4 mg/l de cobre manifestaron cuadros de hiperexcitacion,
alternados con letargia y pérdida del eje del nado, con una
mortalidad de 100% a las 24 y 6 horas, respectivamente. En
los individuos expuestos a 1 y 1,5 mg/l de sulfato de cobre,
la mortalidad acumulada a las 24 horas de exposicion fue 55
y 90%, respectivamente. Asi mismo, estos grupos
presentaron aumento moderado en la produccion de moco a
nivel braquial, acompanado de manifestaciones clinicas de
disnea. La CL50 a las 48 horas fue 0,94 mg/l (Velasco,

Gomez, & Calderdn, 2006).

En postlarvas de camardn de rio Cryphiops caementarius,
los resultados de un estudio revelaron que este estadio es
muy sensible al cobre, encontrandose valores de LCso-96 de
0,546 mg/l. La sobrevivencia y la actividad natatoria fueron
afectadas por el cobre, disminuyendo a medida que aumenta
la concentracion, encontrandose que las concentraciones
nocivas fueron 1,0 y 2,0 mg/l (63,3% y 100% mortalidad para

96h); las concentraciones de 0,16 y 0,25 mg/l fueron
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2.5.5.

tolerables (0% de mortalidad para 48h) (Mendoza-

Rodriguez, 2007).

En el caso de lubinas juveniles (Dicentrarchus labrax)
sometidas a concentraciones de cobre durante 96 horas, se
calcul6 la CLso-96 del sulfato de cobre en 2,91 mg/l con un
ligero aumento de la velocidad de movimiento natatorio
hasta concentraciones de 0,8 mg/l de cobre (Martinez-

Lopez, Garavato, Guilhermino, & Gracia-Fernandez, 2007).

La toxicidad aguda del CuSO4.5H20 para el pez de agua
dulce Capoeta fusca de aproximadamente 2,95 + 0,55 g de
peso promedio fue evaluada mediante bioensayo estatico.
Determinandose la ClLso para 24, 48, 72 y 96 horas de
exposicion de 43,62 mg/l ; 12,6 mg/l; 7,66 mg/l y 6,85 mg/l
respectivamente (Zarei, Pourkhabbaz, Alipour, & Hossein,

2012).

Usos

El sulfato de cobre tiene numerosas aplicaciones, como

alguicida en el tratamiento de aguas, fabricacién de
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concentrados de alimentos para animales, abonos,
pesticidas, mordientes textiles, industria del cuero,
pigmentos, baterias eléctricas, recubrimiento galvanizados
(recubrimiento de cobre acido por electroposicién), sales de
cobre, medicina, preservantes de la madera, procesos de
grabado v litografia, reactivo para la flotacion de menas que
contienen zinc, industria del petroleo, caucho sintético,
industria del acero, tratamiento del asfalto natural, colorante
ceramico, y preparados medicinales como el agua de alibour
(empleado en el tratamiento de dermatitis y lesiones
infectadas de la piel). ElI cobre también es empleado
fundamentalmente en la industria eléctrica, aunque también
se emplea en la fabricacion de latén, bronce o aleaciones

con otros elementos (Waller & Pickering, 1992).

Las principales fuentes de contaminacién ambiental
asociadas al cobre, concretamente con respecto a suelos y
los sedimentos, son la aplicacion de fertilizantes,
bactericidas, fungicidas y pesticidas, los cuales, inducen la
acumulacién de cobre en los horizontes del suelo (Rendell &

Batley, 1980). También es usado para corregir deficiencias
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2.6.

de cobre en el suelo cuando la fertiidad de la tierra ha

disminuido.

Bioensayos

Los bioensayos son definidos como el método utilizado para
evaluar la potencia relativa de una agente toxico (quimico o no)
sobre un organismo vivo, a través de la comparacién de ese agente
con el efecto de una solucion patrén o estandar. La prueba de
toxicidad corresponde al método utilizado para detectar y evaluar la
capacidad de un agente dado para producir efectos toxicos sobre
los organismos vivos; su objetivo primario, ademas de obtener
datos para determinar los efectos sobre los sistemas bioldgicos, es
caracterizar la relacion concentracion-respuesta del agente

(CETESB, 1990).

Los bioensayos de toxicidad con agentes contaminantes en
organismos vivos bajo condiciones de laboratorio, se han
incrementado en estos ultimos tiempos debido a la brevedad con
que se obtiene la informacion sobre las dosis letales y subletales

(CLso), la CLso es el valor de la concentracion que es letal para el
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50% de los organismos sometidos a la influencia de la sustancia
estudio, y se expresa en partes por millon (ppm) (Escobar, 1993).

Las pruebas de toxicidad son aconsejables en evaluaciones de
calidad de agua porque solo las pruebas quimicas vy fisicas no son
suficientes para ensayar los efectos potenciales en la biota
acuatica. Por ejemplo, los efectos de interacciones quimicas y la
influencia de matrices complejas en toxicidad no pueden ser
determinadas solo por pruebas quimicas. Diferentes especies de
organismos acuaticos no son igualmente susceptibles a la misma
substancia toxica, tampoco son organismos igualmente
susceptibles a través de todo su ciclo de vida. Incluso exposiciones
previas a toxicos pueden alterar la susceptibilidad. Ademas los
organismos de la misma especie pueden responder diferentemente
a el mismo nivel de un toxico de tiempo en tiempo, incluso cuando

todos las otras variables se mantengan constantes.

Los bioensayos son utiles para una variedad de propdsitos que
incluyen determinaciones: (a) susceptibilidad de condiciones
ambientales para la vida acuatica, (b) factores ambientales
favorables o desfavorables, como OD, pH, temperatura, salinidad,

o turbidez, (c) efectos de factores ambientales en la toxicidad de

34



aguas residuales, (d) toxicidad de agua residual para una especie
prueba, (e) sensibilidad de organismos acuaticos a un efluente o
toxico, (f) cantidad y tipo de tratamiento residual necesario para
conocer los requerimientos de control de la contaminacion en agua,
(g) eficacia de métodos de tratamientos de aguas residuales, (h)
radio de descarga permisible de efluentes, y (i) cumplimiento con
los estandares de calidad de agua, requerimientos de efluentes, y

descargas permitidas (EPA, 2002).

Los bioensayos permiten determinar los efectos toxicos de una
sustancia y su repercusion en una poblacion y su medio ambiente
(Castillo, 2004). Los bioensayos de toxicidad constituyen un
mecanismo para evaluar la calidad de las aguas superficiales
afectadas por las descargas de agentes contaminantes,
principalmente por compuestos metalicos que causan fuertes
impactos en los ecosistemas acuaticos. Estas pruebas se han
desarrollado y estandarizado por agencias internacionales de

proteccion ambiental (Del Valls & Conradi, 2000).
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2.6.1. Tipos de bioensayos

La seleccidn del tipo de bioensayo a emplearse dependera

de los objetivos del bioensayo, la disponibilidad de los

recursos, los requerimientos de los organismos de prueba,

las caracteristicas de la sustancia a evaluar y de los

objetivos y alcances particulares del estudio. En la Tabla 3

se muestra la clasificacion general de los bioensayos.

Tabla 3. Clasificacion de bioensayos

Segun su
respuesta

Ensayos de
toxicidad
aguda

Cuantifican las concentraciones letales
de un xenobidtico o sustancia a una
especie en particular. El valor calculado
se denomina concentracion letal media
(CLso), en un tiempo determinado
(generalmente 48 o 96 horas).

Ensayos de
toxicidad
cronica

Estiman la concentracion efecto media
(CEs0), la cual es la concentracion de la
sustancia de prueba que causa un
efecto al 50% de la poblacion
experimental, al cabo de un tiempo
determinado; depende del ciclo de vida
del organismo empleado.
Alternativamente, un ensayo definitivo
puede utilizarse para estimar el tiempo
requerido para producir un efecto al
50% de los organismos (TEso), a una
concentracion especifica.

Segun el
alcance de
la
respuesta

Ensayos de respuesta directa

Ensayos de respuesta indirecta

Segun su
finalidad

De toxicidad de muestra Unica

De toxicidad de efluentes

De
bioestimulac

Se mide la facultad de las aguas
residuales o de las sustancias quimicas
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ion

de estimular la multiplicacion y el
desarrollo de algas, efecto este de
eutrofizacion que frecuentemente se
traduce en una superabundancia o
proliferacion de algas.

Organolépti
cos

Algunos contaminantes pueden
producir olores o] sabores
desagradables en los organismos
acuaticos. El contaminante puede no
ser nocivo para el organismo acuatico,
pero puede ocurrir que el organismo
pierda valor econdémico. ElI mejor
procedimiento consiste en la evaluacion
por parte de personas experimentadas
en bromatologia y emplear gran numero
de catadores diestros.

Segun su
técnica
(EPA, 2002)

De sistemas
estaticos

Se efectua sin la renovacién continua
del flujo constante de las diluciones
sometidas al ensayo.

De sistemas
de
renovacion

Los especimenes se someten a una
preparacion fresca de la misma
concentracion inicialmente empleada,
periodicamente (generalmente cada 24
horas). Tal renovacion puede ser
necesaria cuando importantes
sustancias toxicas se deterioran, o son
absorbidas, o se pierden por cualquier
otra razon, con suficiente rapidez para
influir  considerablemente con los
resultados del ensayo.

De sistemas
de flujo
continuo

Circula continuamente una corriente de
sustancia de prueba nueva en contacto
con los individuos experimentales. Se
realizan con la renovacién continua o
casi continua de las diluciones
sometidas al ensayo, con el fin de
mantener casi constantes las
concentraciones de las sustancias
toxicas activas.

Fuente: Elaboracién propia
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. MATERIALES Y METODOS

3.1. Materiales
3.1.1. Material biolégico

e Alevinos de Orestias luteus

e Alimento vivo Chlorella sp.

3.1.2. Material de vidrio

e Matraces Erlenmeyer
e Probetas

e Baguetas

e Laminas portaobjetos
e Laminas cubreobjetos
e Pipetas

e Embudos

e Placas petri

e Vasos precipitado

e Mecheros

e Fiolas

3.1.3. Material de metal y otros

e Pinzas, tijeras
e Hojas de bisturi

e Espatula
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e Papel aluminio

e Bombillas de absorcion

3.1.4. Medios de cultivo y reactivos

e Agua desionizada
e Agua destilada

e Frascos de vidrio
e CuS04.5H20

e NaHCOs

e (CaS04.2H20
e MgSOs4

e KCI

e Balsamo de Canada
e Formol al 8%

e Xilol

e Alcohol

¢ Hematoxilina

e FEosina

3.1.5. Equipos

o Estereoscopio

e Microscopio optico
e Balanza analitica
e Termdmetro

e Micrétomo

e Potencidmetro
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e Oximetro
e Aireadores
e Difusores de manguera

e Camara fotografica

3.1.6. Lugar de experimentacion
El presente trabajo de investigacion se realizé en el
Laboratorio de Acuicultura (obtencion de alevinos) vy el
Laboratorio de Muestras Bioldgicas (aclimatacion vy
bioensayos) de la Direccién de Recursos Hidrobiologicos del
Proyecto Especial Binacional Lago Titicaca, ubicado en el 17
km , localidad Barco, distrito de Chucuito, Provincia de San
Roman, Puno. Y el proceso histolégico se realizé en el
laboratorio de patologia de la Facultad de Medicina Humana
de la Universidad Nacional del Altiplano, ubicado en Avenida
Sesquicentenario N° 1150, distrito de Puno, Puno. El

experimento se llevd a cabo de abril a noviembre 2010.

3.2. Métodos
3.2.1. Diseno experimental
El experimento se desarrollé bajo condiciones de laboratorio,

y fue del tipo experimental y longitudinal, consté de un
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3.2.2.

bioensayo preliminar con 6 concentraciones sin repeticion,
con 5 alevinos cada uno y un control, en un total de 35
alevinos de Orestias luteus. Y un bioensayo definitivo, con 6
concentraciones de 4 repeticiones, con grupos de 10
alevinos cada uno y un grupo control, en un total de 280
alevinos de Orestias Iluteus. Ambos bioensayos bajo el

modelo completamente aleatorizado y como sigue:

To : Grupo control, sin tratamiento.

T4 : Grupo sometido a concentracion 1.
T2 : Grupo sometido a concentracion 2.
Ts : Grupo sometido a concentracion 3.
Ta : Grupo sometido a concentracion 4.
Ts : Grupo sometido a concentracion 5.
Te : Grupo sometido a concentracion 6.

Todos los pasos del disefio experimental se detallan

graficamente en el Anexo 3.

Variables

Variables independientes

e Concentraciones de sulfato de cobre (CuS04.5H20).

Variables dependientes

e Porcentaje de mortalidad de Orestias luteus.
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e Efecto Histopatolégico del CuSO04.5H20 en Orestias

luteus.

e Concentracion Letal Media (CL50-96).

3.2.3. Preparacién del agua dulce sintética
Se preparé agua dulce sintética muy dura para que sea
semejante a las condiciones de dureza del lago Titicaca.
Para lo cual se preparé 20 litros de agua dulce sintética muy
dura de la siguiente manera, se colocé 19 litros de agua
desionizada en un bidén. Se adicioné 4,8g de MgSQO4, 7,68g
de NaHCOs, y 0,32g de KCIl. Se agit6 hasta disolver
completamente las sales. Paralelamente se disolvio 4,8g de
CaS04.2H20 en 1litro de agua desionizada en un frasco
separado, se agitd hasta que el sulfato de calcio estuvo
disuelto, se adiciono a los 19 litros anteriores y mezclo (EPA,
2002). Se aire6 adicionalmente para lograr la cantidad
necesaria de oxigeno disuelto, aproximadamente 4 mg/l, y
se llevé un control de la temperatura, oxigeno disuelto, pH y
dureza del agua preparada. El agua dulce sintética se utilizd
tanto para la fase de aclimatacion como para los bioensayos

preliminar y definitivo.
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3.2.4.

3.2.5.

3.2.6.

Obtencion de alevinos

El procedimiento para la obtencion de los alevinos se detalla
en el Anexo 2. Los alevinos que se obtuvieron fueron de 15
+ 1 dia de eclosionados, un peso promedio de 0,0021 g £

0,001 g y una longitud de 7 mm £ 0,5 mm .

Determinacién de la carga biolégica para los bioensayos
Para determinar limite de carga maxima de alevinos por litro
de agua dulce sintética fue necesario seguir la sugerencia de
1,1 g/l a 15°C de EPA (2002), en base a esta proporcion se
calculé 0,1375 g de peso de alevinos por cada 125 ml de
agua dulce sintética, teniendo en cuenta que a menor
temperatura la capacidad de carga es mayor. Tomando en
cuenta el peso promedio del paso anterior se determiné que
la carga biolégica maxima fue de 64 alevinos por cada 125

ml de agua dulce sintética.

Determinacion de los recipientes de ensayo
En base a la carga maxima de 64 alevinos por cada 125 ml
se optd por usar frascos de aproximadamente 150 ml, en los

cuales se podria albergar a 10 alevinos en cada uno.
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3.2.7.

Ademas de tener en cuenta que la superficie en contacto
entre el aire y la solucién en el frasco seria mayor a 12 cm?

cumpliendo con la recomendaciones de AENOR (1998).

Aclimatacién de los alevinos

Antes del bioensayo preliminar y definitivo los alevinos de
15dias de eclosionados se mantuvieron aislados por 7 dias
como un medio preventivo para que se aclimaten a las
condiciones del agua dulce sintética preparada pasos
anteriores, se desecharon los individuos que presentaron
malformaciones durante este periodo, aceptandose una
mortalidad del 5% de la poblacién. En el recipiente de
aclimataciéon que se usd se controlé la temperatura a 14+
1°C, exposicion de luz de 16 horas dia y 8 horas oscuridad
(EPA, 2002) y con aireaciéon continua mediante burbujeo de
aire. Se alimenté a los alevinos con microalgas (Chlorella
sp.) 2 veces al dia hasta 24 horas antes de ambos
bioensayos. Se realizd una limpieza del acuario cuando se
encontré restos sustancias metabodlicas que pudieran
generar estrés en los alevinos, esta profilaxis se repitio en el

bioensayo preliminar y definitivo.
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3.2.8.

3.2.9.

Bioensayo preliminar de toxicidad

Con el fin de conocer el rango de las concentraciones a
utilizar en el bioensayo definitivo, se realizd6 una prueba
preliminar, en el cual grupos de 5 alevinos fueron expuestos
a CuS04.5H20, incrementandose gradualmente las
concentraciones en proporcion geométrica de 108 mg/l, 106
mg/l, 104 mg/l, 102 mg/l, 10° mg/l y 102 mg/| estableciéndose
con esto un intervalo de concentraciones relativamente
grandes (EPA, 2002). De acuerdo a los resultados de este
ensayo preliminar se ajustaron las concentraciones a la
minima efectiva a la maxima de tolerancia aparente. Es
decir, los intervalos de la concentraciones menor donde
ocurrié la mortalidad del total de alevinos 102 mg/l, y la
concentracion mayor que no causo mortalidad total de los

alevinos 10 mg/l .

Bioensayo definitivo de toxicidad

Para la realizacion del experimento se utilizaron un total de
280 alevinos para 6 concentraciones y un control, se
realizaron 4 repeticiones para cada concentracion, se

expusieron 10 alevinos para cada vaso precipitado. El
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3.2.10.

agente en estudio CuS0O4.5H20 grado analitico (99.9% de
pureza) fue suministrado por el laboratorio MERCK, se
preparé una solucion stock de 100 mg/l o 10° ug/l en una
fiola, luego se realizaron las diluciones con el factor de
dilucién aproximado de 0,5, mezclandose y dejando reposar
por una hora para lograr uniformidad y homogeneidad en la
solucion. Transcurrido el tiempo fijado, los alevinos fueron
introducidos aleatoriamente en los vasos, cuidando de que
no se dafen y sufran el menor estrés posible. El
experimento se realizd6 bajo condiciones de laboratorio
donde se mantuvo un fotoperiodo de 16 horas dia y 8 horas
oscuridad. Se realizé una prueba de toxicidad con sistema
estatico. Una vez iniciado el experimento se hicieron las
observaciones de mortalidad cada 24 horas hasta que se
completé las 96 horas y se termindé con esta fase del

experimento.

Criterios de mortalidad
Los criterios para definir ocurrencia de mortalidad fueron la
pérdida de movimiento y falta de reaccion al contacto suave

del pedunculo caudal con una varilla de vidrio; para mayor
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3.2.11.

3.2.12.

seguridad se retiraron los alevinos sospechosos del acuario
y se observaran en el estereoscopio, notando si existe

movimiento de agallas.

Analisis estadistico

Las CLso durante los diferentes tiempos y exposicion se
determinaron mediante el método estadistico de Probit y la
Prueba de Dunnet para la significancia estadistica, utilizando
para su calculo con el programa estadistico SAS 9,1. La
metodologia utilizada para la parte estadistica se detalla en

el Anexo 5y 6.

Proceso histolégico

Se escogid al azar alevinos recién muertos de cada
concentracion para realizarle los procesos histoldgicos. Los
organismos fueron fijados en una solucién de formol al 8%,
los cortes se realizaron con la ayuda de un micrétomo
rotatorio, a una precision de 5 mm, posteriormente fueron
tefidos con la técnica de hematoxilina y eosina, los cortes
fueron conservados de manera permanente utilizando resina

de balsamo de Canada (Roberts, 1989).
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IV. RESULTADOS

4.1. Bioensayo preliminar
En la Tabla 4 se observa los resultados del bioensayo preliminar,
donde se determind el intervalo de 102 mg/l y 10* mg/l de
CuS04.5H20 como valores para la determinacion a utilizarse en el

bioensayo definitivo.

Tabla 4. Numero de muertes de alevinos de Orestias luteus a
diferentes concentraciones de CuS04.5H20 durante las

24 horas del bioensayo preliminar.

mgl/l Mortalidad de alevinos
CuS04.5H20| Oh 6 h 8h 24 h Total
102 0 5 0 0 5
100 0 5 0 0 5
10-2 0 2 2 1 5
104 0 0 1 3 4
106 0 0 0 3 3
108 0 0 0 3 3
Control 0 1 1 1 3

Fuente: Elaboracién propia
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En 102 mg/l y 10° mg/l se pudo notar cambios en las caracteristicas

de apariencia (ver figura 21 y 22 del Anexo 3) como decoloracion del

cuerpo,

ojos opacos Yy danados. También cambio en el

comportamiento como nado erratico, pérdida de los reflejos al

contacto de una bagueta y columna curveada

Grafico 1. Comparacion los tiempos de mortalidad de Orestias

luteus a diferentes concentraciones de CuS04.5H20

durante 24 horas del bioensayo preliminar.
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e 10° Mg/l =108 mg/I Control

Fuente: Elaboracién propia

En el grafico 1 se observa que la ocurre una mortalidad total en las

primeras 6 horas en las concentraciones de 102 mg/ y 10°mg/l .
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Tabla 5. Parametros fisicoquimicos del agua dulce sintética durante el bioensayo preliminar.

mg/l Oxigeno disuelto Temperatura

H
(mgll) P (°C)
CuS04.5H20
UsB4 2 Oh|{2h | 4h|6h |24 O0h | 2h|{4h | 6h|24h|0h|2h|4h |6h |24h

1x102 3,85|4,03|4,35(4,81| 3,9 |8,62|8,49/8,46|8,42|8,14(12,4|13,3|13,4|13,6 12,7

1x100 485| 4,4 145746 | 3,8 |8,48/8,58|8,54/8,48(8,39|12,4(13,2|13,4|13,8[12,9

1x1072 4,87(4,19|4,39| 49 | 3,2 |8,62|8,46|8,37|8,44|8,25|12,5/13,5(13,6|13,8| 13

1x104 4,77(4,99|4,09/4,65| 3,5 |8,63|8,45(8,39|8,39/8,40|12,5/13,6(13,5|13,8| 13

1x10® 5,04|4,87|4,094,563,09|8,57|8,84|8,42|8,45|8,23(12,5[13,5|13,4(13,7[12,9

1x108 511|4,88(3,94| 4,7 |12,96|8,69(8,41|8,48|8,39|7,66(12,6|13,5|13,4|13,8| 13

Control 4,17|3,84|4,68| 4,7 |3,06|8,61|8,50|8,37|8,45|8,26|12,5[13,3|13,6(13,8[12,8

Fuente: Elaboracién propia

En la Tabla 5 los parametros fisicoquimicos estan dentro del rango necesario para la normal desarrollo de Orestias luteus, los

cuales son muy similares a los sugeridos por Flores (2009) para el cultivo de peces nativos en condiciones de laboratorio.
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4.2. Bioensayo definitivo

Tabla 6. Numero de alevinos muertos de Orestias luteus a diferentes
concentraciones de CuS04.5H20 durante 96 horas.

Tratamiento Concza“n;;'lacién Mortalidad Total
/IRepeticion CuS04.5H20) (24h) | (48h) | (72h) | (96h) | (96h)

T6/1 20 8 0 2 0

T6/2 20 10 0 0 0 40

T6/3 20 10 0 0 0

T6/4 20 10 0 0 0

T5/1 10 9 1 0 0

T5/2 10 9 1 0 0 40

T5/3 10 9 0 1 0

T5/4 10 4 3 3 0

T4/1 5 2 2 3 0

T4/2 5 6 3 0 1 35

T4/3 5 4 1 4 0

T4/4 5 0 1 8 0

T3/1 2,5 1 0 4 0

T3/2 25 0 0 5 2 o5

T3/3 2,5 0 0 3 1

T3/4 2,5 2 3 4 0

T2/1 1,25 0 1 1 2

T2/2 1,25 1 2 0 4 17

T2/3 1,25 1 0 0 3

T2/4 1,25 0 0 2 0

T1M 0,63 1 0 0 0

T1/2 0,63 0 0 2 1 12

T1/3 0,63 0 1 3 0

T1/4 0,63 0 1 0 3
Control/1 0,00 1 0 0 0
Control/2 0,00 1 0 0 0 3
Control/3 0,00 0 0 0 0
Control/4 0,00 1 0 0 0

Fuente: Elaboracién propia
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En la Tabla 6, se observa los efectos de los 6 tratamientos y el
control, donde los mayores efectos en el menor tiempo fueron en las
concentraciones de 20 pg/l y 10 pg/l, donde a las primeras 24 horas
causaron la muerte del 95% y 78% respectivamente. Y a las 72
horas el 100% en ambas concentraciones, respecto a las demas

concentraciones.

Grafico 2. Comparacion los tiempos de mortalidad de Orestias
luteus a diferentes concentraciones de CuS0O4.5H20

durante 96 horas.
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Fuente: Elaboracién propia
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En el Gréafico 2 se observa la mortalidad elevada en las primeras 24
horas de iniciado el bioensayo en la concentraciéon de 20 ug/l,
correspondiendo una relacién directa de la a la concentraciones
empleada, el tiempo y la mortalidad en las demas concentraciones
de sulfato de cobre. También se observo pérdida de sensibilidad,
equilibrio y dificultad en permanecer en el fondo del vaso a 5 ugl/l

antes de morir.

En la tabla 7 no se registrd6 los parametros fisicoquimicos de las
concentraciones de 20 ug/l y 10 ug/l porque a las 96 horas ya existia
un mortalidad del 100% de alevinos, siendo innecesaria su lectura

También se pudo observar que la temperatura, pH y oxigeno
disuelto se encontraban dentro de los parametros requeridos para el
cultivo de Orestias luteus, esto a pesar de que en las lecturas se
observa una variacion de 3,8 °C que coincide con la temperatura
fluctuante en el laboratorio de acuicultura, lugar donde se cultiva a la

especie.
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Tabla 7. Parametros fisicoquimicos del agua dulce sintética durante el bioensayo definitivo.

i Oxigeno disuelto pH Temperatura Alcalinidad total | Dureza total
Hg mg/l °C mg/l CaCO mg/l CaCO
CuSO, 5H,0 (mgll) (°C) (mg 3) |(mg 3)
Oh | 24h | 48h | 96h | Oh | 24h | 48h |96h | Oh | 24h | 48h | 96h Oh 48h Oh 48h

20 42 | 4 4,2 - 18,02|/848| 85| --- |155|16,8|11,2| --- 237 240 477 | 318

10 43 | 39 | 4.8 - 18,48|8,46(8,61| --- |14,7|16,5(12,3| --- 249 252 384 | 252

5 45|42 | 43 | 3,2 |865(8,45(8,59|8,56|14,4(16,4|12,212,1| 240 261 375 | 261

2,5 49 | 45 | 44 | 35 |8,77|8,32(8,77|8,12|14,4(16,5|12,3| 12 243 255 312 | 255
1,25 44 | 42|39 | 30 |8,76|8,37|8,69(8,37|14,1|16,6|12,1|11,8| 240 246 261 312
0,63 46 | 39 | 39 | 29 |8,75|8,75|8,85|7,87(13,6|16,8 119|116 | 237 231 258 | 273
Control 46 | 39 | 38 | 3,6 |8,67|8,48|8,56(8,89(13,8|16,1|11,7|11,7| 213 225 249 | 267

Fuente: Elaboracién propia.

54




4.3. Determinacion de la CLso-96 del CuS04.5H20

44,

Tabla 8. Probabilidad de mortalidad de Orestias luteus segun

diferentes

intervalos de confianza al 95%

concentraciones de CuSO04.5H20 vy

y Concentracion Intervalo de Confianza

Probabilidad (95%)
(ha/l) Inferior Superior

LC 1.00 0,178 0,062 0,331
LC 5.00 0,342 0,151 0,559
LC10.00 0,485 0,241 0,742
LC 15.00 0,613 0,33 0,9
LC 50.00 1,653 1,187 2,137
LC 85.00 4,458 3,431 6,313
LC 90.00 5,638 4,245 8,478
LC 95.00 7,983 5,737 13,306
LC 99.00 15,329 9,860 31,742

Fuente: Elaboracién propia

los

En la Tabla 8 se observa que la ClLso9s de CuSO4.5H20 para

Orestias Iluteus en 96 horas fue 1,653 pg/l con limite de confianza

inferior y superior de 1,187 y 2,137 respectivamente.

Determinacién del efecto adverso no observado (NOAEC)

En el la Tabla 9, se detalla el analisis de varianza (ANOVA) para

determinar el efecto de la variable independiente concentracion

sobre la variable dependiente Mortalidad.
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Tabla 9. Analisis de Varianza (ANOVA) para las concentraciones de

CuSO4.5H20.
Fuente G.L Suma de Cuadradc_; F-Valor | Pr>F
cuadrados | de la media
Si‘:,)':lce""a 6 1143931885 190655314 @ 22.97 | <,0001
Error 21 | 174338884 0,08301852
Total 27 1 13,18270770
corregido

Fuente: Elaboracién propia

En la Tabla 9 se observa que al realizar el analisis de varianza

(ANOVA) se determind que existen diferencias significativas entre

los 6 tratamientos a razon que el estadistico F calculado (22,97) es

mayor que el tabular (2,57071) para un grado de libertad 6.

Tabla 10. Prueba de Significancia de Dunnett para diferentes

concentraciones de CuS04.5H20.

Las comparaciones importantes del nivel 0,05 estan indicadas

por Kk
Comparacioén con Diferencia Simultaneo 95%
entre _ \
el control . Limites de confianza
medias
20-0 1,8780 1,3097 2,4464 bl
10-0 1,8780 1,3097 2,4464 bl
5-0 1,7508 1,1824 2,3191 bl
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Las comparaciones importantes del nivel 0,05 estan indicadas
por *kk
.. Diferencia . ,
Comparacién con Simultaneo 95%
entre .. .
el control . Limites de confianza
medias
25 -0 1,4259 0,8576 1,9943 o
1,25 -0 1,0794 0,5110 1,6477 oxx
0,63 -0 0,8047 0,2363 1,3731 ok

Fuente: Elaboracion propia

En la Tabla 10, se detalla la prueba de significancia de Dunnett para todos
los tratamientos incluido el control, se determiné que existe diferencia
entre la concentracién mas baja de sulfato de cobre 0,63 ug/l que causé la
mortalidad de 12 alevinos y el control, lo que indica que la menor
concentracion utilizada en el estudio ya produce un efecto

significativamente superior que el control.
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V. DISCUSION

En este trabajo de investigacion se tratdé de determinar la CLso-9s del
sulfato de cobre en alevinos de Orestias Iuteus, por ser esta
concentracion una referencia del nivel de toxicidad del cobre sobre su
poblacion en el Lago Titicaca. Ademas de mostrar los dafos
histopatoldgicos del cobre sobre la fase de alevino, por ser esta la etapa
de su ciclo de vida en la cual deja de alimentarse del saco vitelino e inicia
la alimentacién directa del medio externo haciéndola mas susceptible a
factores externos, pues no presenta defensas como en su etapa adulta. Y
que estos resultados puedan ser utilizados como referencia por las
autoridades que regulan y norman las descargas y efluentes en la Cuenca

del Lago Titicaca.

De acuerdo a EPA la muerte es el efecto usado para determinar la
toxicidad en un organismo acuatico, en pruebas de toxicidad aguda.
Algunos criterios usualmente empleados para establecer la muerte como
no mover agallas o apéndices y no reaccionar a toques suaves con
objetos son criterios que en el presente estudio fueron usados, pero que

estos criterios de muerte fueron acompanados por alevinos que
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presentaban actividad cardiovascular, notandose movimiento del corazén

y circulacion sanguinea, a pesar de calificar como muertos segun la EPA.

En el bioensayo preliminar se observd dafos histologicos a nivel de
epidermis con oscurecimiento de globos oculares, ver Anexo 3, esto
debido posiblemente al efecto en concentraciones elevadas de sulfato de
cobre, que como lo indica su hoja de seguridad al contacto con los ojos o

la piel humana es irritante y puede causar quemaduras.

Velasco, Gomez, & Calderén (2006) trabajaron con Piaractus
brachypomus observando que los individuos sometidos a 2 mg/l y 4 mg/I
manifestaron cuadros de hiperexcitacion alternados con letargia y pérdida
del eje del nado, con una mortalidad de 100% a las 24 y 6 horas
respectivamente, esto también fue observado en nuestro estudio ya que
en el bioensayo preliminar de 24 horas en las concentraciones de 100
mg/l y 1 mg/l, que fueron las que presentaron mortalidad en un 100% en

las primeras 6 horas.

Zarei, Pourkhabbaz, Alipour, & Hossein (2012) determinaron la CLso del

CuS04.5H20 en 96 horas para otra especie de pez de agua dulce

Capoeta fusca en 6,85 mg/l, asi también Martinez-Lopez, Garavato,
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Guilhermino, & Gracia-Fernandez (2007) sefalan en el caso de lubinas
juveniles (Dicentrarchus labrax) la CLso en 96 horas es 2,91 mgll.
Concentraciones mucho mayores a la obtenida por Orestias luteus de
1,653 pg/l. Estos resultados se deben probablemente a la talla, peso
promedio y especie que sea sometida a los bioensayos. Notandose que
en peces de ciclo mas corto los efectos toxicos del sulfato de cobre son

mayores.

En otras especies de la cadena tréfica como las postlarvas del camaron
de rio, Mendoza (2007) menciona que la CLso-96 para el sulfato de cobre
es 0,546 mg/l, siendo también esta mucho mayor a la obtenida en el
presente estudio para Orestias luteus de 1,653 ug/l. Razén por la cual se
puede decir que los efectos téxicos del sulfato de cobre son mucho

mayores en Orestias luteus que otras especies de la cadena tréfica.

Este trabajo se realizé bajo condiciones de laboratorio, durante la estacion
de la primavera, donde la temperatura promedio fluctu6 segun SENAMHI
entre 2 °C y 14 °C, el rango de efectividad de los téxicos como el sulfato
de cobre tiene una eficacia a una temperatura menor de 23°C, debido a

que a mayores temperaturas puede ocurrir una evaporacion significativa
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que reduzca su toxicidad, por tanto la temperatura no fue un factor que

haya influido de manera negativa en los tratamientos.

El agua desionizada como solvente para preparar agua estandar
fuertemente dura a utilizarse en los bioensayos, con el objetivo que sea
semejante a las condiciones del Lago Titicaca. Pero se observo que la
dureza de algunas zonas del Lago Titicaca era inclusive mucho mayor al
nivel de dureza maximo posible de preparacidn de la tabla base de la EPA

(2002), por lo cual se preparo el nivel de dureza mas cercano este.

La presencia de nutrientes o alimento producidos por los alevinos
(metabolitos) pudieron aumentar la toxicidad del sulfato de cobre en los
tratamientos y generar mortalidad no esperada en el control. La reduccién
de oxigeno disuelto también se pudo deber a este aumento de los
metabolitos en el medio tal como se observd en el bioensayo definitivo.
Pero a pesar de esto se aceptd el bioensayo definitivo debido a que la
mortalidad en el control no superé el 10%, tal y como se sugiere en EPA

(2002)
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VI. CONCLUSIONES

Se determind la la concentracion minima efectiva de 10 pg/l y la
concentracion maxima de tolerancia aparente 0,1 ug/l, es decir, la
menor concentracion que generd la mayor mortalidad y la mayor

concentracion que genero la menor mortalidad.

Se determind la Concentracion Letal Media de sulfato de cobre para
Orestias luteus en 96 horas de 1,653 ug/l con limite de confianza

inferior y superior de 1,187 y 2,137 respectivamente.

En el bioensayo preliminar en las concentraciones de10? mg/l y 10°
mg/l se noté cambios en las caracteristicas de apariencia (ver figura
21y 22 del Anexo 3) como decoloracién del cuerpo, ojos opacos y
danados. También cambio en el comportamiento como nado

erratico, pérdida de los reflejos al contacto y columna curveada.

El sulfato de cobre afectd la estructura ocular, ver Anexo 8,
produciendo una atrofia celular del cristalino y el iris en la
concentracion de 20 ug/l, lo mismo en la estructura del iris a 10 pg/l

en comparacion al control.
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VII.RECOMENDACIONES

Deben realizarse otros bioensayos para la determinacién de la CLso
del sulfato de cobre con otros integrantes de la comunidad bioldgica
del Lago Titicaca para garantizar la validez de los bioensayos y asi

ampliar los resultados haciéndolos comparables.

Se deben realizar mas estudios con todas las sustancias que
sobrepasen los valores de la categoria N° 4 (conservacion de
ambientes acuaticos como lagos y lagunas) del Decreto Supremo
002-2008 MINAM, correspondiente a los Estandares Nacionales de

Calidad Ambiental para Agua.

Debido a que los alevinos de Orestias luteus en el momento de la
experimentacion presentan una longitud total de 7 mm = 0,5 mm
hace que los cortes histolégicos sean mas complejos, por tanto seria
necesario realizar la experimentacion con mayor numero de alevinos
para asi asegurar que los cortes evidencien con mayor claridad el
resto de tejidos, ademas de realizarlo a diferentes etapas de su
desarrollo, lo cual facilitara la lectura de los danos histopatolégicos

en edades mayores a las del estudio.
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ANEXO 1. GLOSARIO

ACLIMATACION: es el proceso por el cual un organismo se adapta
fisiolégicamente a los cambios en su medio ambiente, que en general
tienen relacion directa con el clima. Se suele usar este término para
referirse a procesos que ocurren durante un periodo de tiempo corto,

como la vida de un organismo individual o grupo.

AGUA DESIONIZADA: El agua desionizada es aquella a la cual se le han
quitado los cationes, como los de sodio, calcio, hierro, cobre y otros, y
aniones como el carbonato, fluoruro, cloruro, etc. mediante un proceso de
intercambio idnico. Esto significa que al agua se le han quitado todos los
iones excepto el H+, o mas rigurosamente H30+ y el OH-, pero puede
contener pequefias cantidades de impurezas no idnicas como

compuestos organicos.

ANOVA: En estadistica, analisis de varianza (ANOVA). El analisis de
varianza sirve para comparar si los valores de un conjunto de datos
numéricos son significativamente distintos a los valores de otro o mas
conjuntos de datos. El procedimiento para comparar estos valores esta
basado en la varianza global observada en los grupos de datos numéricos

a comparar.



BIOENSAYO DEFINITIVO: prueba disefiada para establecer Ia
concentracion a la cual se presenta el efecto final establecido. Los
periodos de exposicion son mayores que las pruebas preliminares y las de
intervalo, se utilizan multiples concentraciones a estrechos intervalos y

multiples réplicas.

BIOENSAYOS DE TOXICIDAD: son bioensayos empleados para
reconocer y evaluar los efectos de los contaminantes sobre la biota. En
los bioensayos se usa un tejido vivo, organismo, o grupo de organismos,
como reactivo para evaluar los efectos de cualquier sustancia
fisiolégicamente activa. Permiten establecer los limites permitidos para los
distintos contaminantes, evaluar el impacto de mezclas sobre las
comunidades de los ambientes que las reciben y comparar la sensibilidad
de una o mas especies a distintos tdxicos o a diferentes condiciones para

el mismo toéxico.

BIOENSAYO PRELIMINAR: (Screening): prueba para determinarse si se
produce un impacto. Estas pruebas se disefian utilizando una

concentracion, multiples replicas y una exposicién de 24 a 96 horas.

CADENA TROFICA: también llamada cadena alimentaria, es la corriente
de energia y nutrientes que se establece entre las distintas especies de

un ecosistema en relacién con su alimentacion.



CARGA BIOLOGICA: es el nimero maximo de organismos prueba que
se pueden usar en base a su peso por una cantidad determinada de
solucion prueba. Esto para minimizar la pérdida de oxigeno disuelto, la
acumulacion de concentraciones dafinas de productos metabdlicos de
desecho y/o el estrés inducido por la aglomeracion, y cualquier otro que
pudiera significar un efecto a los resultados de la prueba. Sin embargo la
probabilidad de exceder los limites de carga biologica es reducida con el

uso de organismos prueba muy jovenes.

CERULOPLASMINA: Es la principal proteina portadora de cobre en la
sangre. Exhibe actividad oxidasa, la cual esta asociada con la posible
oxidacion del Fe2+ (ion ferroso) en Fe3+ (ion férrico), por tanto, ayuda en
su transporte en el plasma, en asociacion con la transferrina, que sélo

pueden llevar el hierro en estado férrico.

CONCENTRACION EFECTO MEDIA (CEso): concentracion del tdxico
que puede causar un efecto adverso observable, mediante una respuesta

discreta en un porcentaje dado de organismos.

CONCENTRACION LETAL MEDIA (CLso9s): la concentracién de una
sustancia que es letal para el 50% de los organismos de prueba, tras
periodos de exposicidén a dicha sustancia. Este valor generalmente se usa
cuando se hace referencia a la toxicidad de una sustancia para los

organismos expuestos a través de una matriz como el agua.



CONTAMINACION AMBIENTAL: presencia en el ambiente de cualquier
agente (fisico, quimico o biolégico) o bien de una combinacién de varios
agentes en lugares, formas y concentraciones tales que sean o puedan
ser nocivos para la salud, la seguridad o para el bienestar de la poblacion,
0 que puedan ser perjudiciales para la vida vegetal o animal, o impidan el
uso normal de las propiedades y lugares de recreacion y goce de los

mismos.

DESTINO AMBIENTAL: el movimiento, acumulacién y desaparicion de

los compuestos quimicos en el ambiente después de su liberacion.

ECOSISTEMAS ACUATICOS: son sistemas termodinamicamente
abiertos que reciben del exterior (sol, materia organica) y las transmiten a
los ecosistemas vecinos a través de los flujos de materias o los

movimientos de individuos (migraciones).

SULFATO DE COBRE: Se caracteriza por su color azul y sus rapidos
cambios de temperatura al agregarle mas agua. Su formula quimica es
CuS04-5H20. Se usa en tratamiento de aguas es usado como alguicida,
y tiene numerosas aplicaciones: fabricaciéon de concentrados alimenticios
para animales, abonos, pesticidas, mordientes textiles, industria del cuero,
pigmentos, baterias eléctricas, recubrimiento galvanizados
(recubrimientos de cobre acido por electroposicidon), sales de cobre,

medicina, preservantes de la madera, procesos de grabado y litografia,



reactivo para la flotacion de menas que contienen Zinc, industria del
petréleo, caucho sintético, industria del acero, tratamiento del asfalto

natural y colorante ceramico.

METALES PESADOS: Son aquellos elementos quimicos que poseen un
peso atéomico comprendido entre 63,55 (Cu) y 200,59 (Hg), y que
presentan un peso especifico superior a 4 (g/cm3). En esta categoria
entran practicamente todos los elementos metalicos de interés econémico

o de interés minero.

NOAEC: (Non Observed Adverse Effects Level) es el nivel de exposiciéon
experimental que representa el maximo nivel probado al cual no se
observan efectos toxicos o nocivos. Para el propdsito de evaluacion de
riesgos éste es el dato clave que se obtiene de los estudios de Dosis-

Respuesta.

ppm (partes por milléon): una medida de la concentracién en la cual la
proporcion es tal que hay una parte del soluto por un millén de partes del

solvente o de matriz.

PROBIT: modelo estadistico que analiza las pruebas de toxicidad. El
meétodo consiste en la aplicacibn de correlaciones estadisticas para

estimar las consecuencias desfavorables sobre una poblacion a los



fendmenos fisicos peligrosos; nos da una relacién entre la funcion de

probabilidad y una determinada carga de exposicion.

PRUEBA DE TOXICIDAD: la determinacion del potencial téxico de una
sustancia en particular, bajo condiciones especificas, en un grupo de

organismos seleccionados.

TOXICIDAD AGUDA: el potencial de un compuesto para causar lesiones
o enfermedades cuando se administra en dosis Unicas o en dosis
multiples en un periodo corto (por ejemplo, 24 horas). Estos efectos se
basan en los mecanismos de la accion quimica en la cual se pueden
apreciar alteraciones fisioldgicas poco después de su administracion (por

ejemplo, la muerte).

TOXICIDAD CRONICA: la naturaleza de los efectos adversos durante un
tiempo prolongado de exposicion quimica. Tales mediciones de los
efectos pueden incluir la presentacion de un cancer o el retardo en el

crecimiento.



ANEXO 2. REPRODUCCION ARTIFICIAL DE PECES NATIVOS DE LA
CUENCA DEL TITICACA (Flores, 2009)

En el siguiente diagrama de flujo se muestra del proceso de reproduccion

artificial de peces del género Orestias que agrupan a ispi, boga y carachi.

OBTENCION DE REPRODUCTORES
\

SELECCION
- Peso
- Talla
- Sexo

v

FECUNDACION ARTIFICIAL
(Método seco)

v
FREZAMIENTO

.

HIDRATACION

v

LAVADO 1

v

ENDURECIMENTO DE OVULOS PO 24h

\

SEPARACON DE OVAS
i
LAVADO 2

v

INCUBACON

.

ECLOSION

.

LARVAJE Y ALEVINAJE

2

SIEMBRA

Diagrama 1. Diagrama de flujo de reproduccion artificial de Orestias



Obtencion de reproductores
Los reproductores del género Orestias, ya sean ispi, boga o carachi, se

obtienen mediante pescas directas.

Figura 1. Reproductor de Orestias luteus

Seleccion y sexado de reproductores
En la seleccion y sexado de reproductores, se considera sexo, peso y
talla; asi como caracteristicas fenotipicas, seleccionando ejemplares de

estadios V y VI.

Figura 2. Sexado de reproductores de Orestias luteus



El sexado se realiza mediante una pequefna presién a nivel abdominal,

determinando la presencia de 6vulos viables y esperma.

Fecundacion artificial

En la fecundacion artificial se extrae los 6vulos y esperma mediante
presién abdominal usando el método seco, cuando la proporcidon sexual
es 1:1 la adicion de esperma se realiza de forma directa, de ser una
proporcion de 4 hembras para 1 macho, generalmente se sacrifica al

macho y se extrae el testiculo, molturandolo.

Figura 3. Adicion de esperma mediante molturacién de testiculos

Frezamiento
Muy delicadamente se unen ovulos y esperma con la ayuda de una pluma
de ave, luego los 6vulos una vez fecundados se aglutinan formando un

racimo.



Figura 5. Ovulos fecundados a manera de racimo

Hidratacién
La masa de productos sexuales, se hidratan en una proporcion en
volumen de Agua: Ovas de 3:1, a temperatura ambiente, durante una

hora.



Figura 6. Adicion de évulos fecundados en agua

Lavado | y endurecimiento de 6vulos
Una vez hidratadas por una hora se lavan los 6vulos y se coloca en una
bandeja con constante flujo de agua por espacio de 24 horas, para que se

endurezcan y poder manipularlos.

Figura 7. Flujo de agua constante por 24 horas



Separacion de ovas

Como los 6évulos se encuentran a manera de racimo, éstas se separan
manualmente pero de manera delicada, como desgranar un racimo de
uvas, debido a que se encuentran endurecidos no existe peligro de

maltratarlos.

Figura 8. Separaciéon manual de évulos

Lavado Il y Conteo de Huevos
Con éste segundo lavado se eliminan todo tipo de impurezas que puedan
dificultar la incubacién de las ovas y luego se realiza el conteo de huevos

mediante el método volumétrico o de Burrows.

Figura 9. Adicion de évulos escurridos en agua medida



Figura 10. Determinacién del volumen desplazado

Incubacién
En esta fase, las ovas lavadas se colocan en los vasos de incubacion tipo
Chasse de flujo vertical, con suministro constante de agua, con una

capacidad de albergar hasta 25,000 ovas por vaso, en las siguientes

condiciones:
e Temperatura: 14,4 °C
e pH: 8,31- 8,34

e Oxigeno disuelto: 7,44 mg/l o ppm

e Dureza: 327 ppm CaCOs3



Figura 11. Incubacion de ovas embrionadas

Eclosion, larvaje y alevinaje
El tiempo de incubacion es de 389-432 grados/dia, al cabo del cual las
ovas eclosionan produciéndose las larvas de Orestias, las cuales se

trasladan a las artesas de larvaje y alevinaje.

Las larvas reabsorven su saco vitelino a los 53,5 grados/dia durante el
cual, se alimentan del saco vitelino, cuando aun no ha reabsorvido la
ultima cuarta parte del saco vitelino, se inicia la alimentacién con plancton

recolectado a orillas del lago.

Figura 12. Eclosion, larvaje y alevinaje



ANEXO 3. METODOLOGIA PARA LA DETERMINACION DE LA CLso.96

[ Disefio J [ Aclimatacién ] [ Bioensayos ]

: e

- . - . . \ , Bioensayo
Variables Preparacién Aclimatacién Preparacién del preliminar
L de frascos J1 de alevinos J| agua de dilucién
1 |
d S | S| S |
Ind dient . Oxigenacién Introduccidona Oxigenacion l
ndependiente Dependiente Constante \ del agua J| los frascos | del agua
Bioensayo
definitivo
( 24 horas ( A .
Concentracion antes de | 96 horas 7 dias ) i,L .
CuS0,.5H,0 bioensayo \ ﬂ J ﬂ e
[ Parametrosa | Limpieza : 4 {} )
controlar diaria de los [ Bioensayos ] 24h, 48h, 72h
y 96h
frascos JVL
Método Probit

-

[ ANOVA ]

-

Obtencién
CL50—96

Analisis de
resultados

Diagrama 2. Metodologia para la determinacion de la CLso-96 del Sulfato de cobre mediante bioensayos

utilizando alevinos de Orestias luteus.



Figura 14. Interior 1 del Laboratorio de Acuicultura

Figura 15. Interior 2 del Laboratorio de Acuicultura PELT
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Figura 16. Aclimatacion de alevinos para bioensayo preliminar

Figura 17. Bioensayo preliminar

Figura 18. Alevinos del bioensayo preliminar



Figura 19. Lectura de mortalidad

Figura 20. Alevino control

-

Figura 21. Alevino en 100 mg/l CuS04.5H20



Figura 22. Alevino en 1 mg/l CuSO4.5H20

Figura 23. Aclimatacion de alevinos para bioensayo definitivo

Figura 24. Preparacion de la solucion stock



Figura 25. Solucién madre 100 mg/l CuSO4

Figura 26. Introduccién de alevinos en frascos para bioensayo

Figura 27. Bioensayo definitivo



Figura 28. Kit de dureza (izquierda) y alcalinidad (derecha)

Figura 29. Determinacién de dureza y alcalinidad

Figura 30. Muestra en formol al 8% para histopatologia



ANEXO 4. HOJA DE DATOS
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Figura 31. Hoja de datos del bioensayo preliminar de 24 horas.
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Figura 32. Hoja de datos del bioensayo definitivo de 96 horas




ANEXO 5. EL METODO PROBIT (EPA, 2002)

Para el calculo de la dosis letal media CLso-96 se us6 el método Probit

(método paramétrico), bajo el supuesto de:

ds = k*d[1,E]

Donde:
ds : Respuesta al estimulo
k : Constante

d[lnE] : Diferencial del logaritmo neperiano del estimulo

Se consideré6 como respuesta al estimulo la mortalidad observada, la
misma que se asume como directamente proporcional a las dosis de
sulfato de cobre (expresado en logaritmos), el modelo se linealiza de la

siguiente manera:

Y=a+bx

Donde:
Y : Probitas esperadas o provisorios
x : Logaritmo de las dosis

a,b : Parametros estimados

Una vez realizados los calculos se estimé la dosis letal media para la

poblacion en estudio.



ANEXO 6. PROCEDMIENTO ESTADISTICO

TRATAMIENTO ESTADIiSTICO PARA LA DETERMINACION DEL
EFECTO ADVERSO NO OBSERVADO.

Para el analisis estadistico de los datos, se hizo uso del disefio completo
al azar con igual numero de repeticiones y la prueba multiple de Dunnett,

para lo cual se hizo uso del programa estadistico SAS versién 9.1.

Modelo estadistico lineal.
En este disefio el valor de cada unidad experimental Yj se aplica segun el
siguiente modelo estadistico lineal.

Y,=u+1,+¢;

Donde:

Yi : Unidad experimental que recibe el tratamiento
i=1,..,t; (t= tratamientos con dosis diferentes)
j=1,...,r; (r=numero de repeticiones por tratamiento)

U : Efecto verdadero medio.
o, :Efecto verdadero del i-ésimo tratamiento.
¢, Efecto verdadero de la j-€sima unidad experimental (repeticion),

sujeta al i-ésimo tratamiento (error experimental)

Analisis de varianza.

Analisis de varianza de efectos fijos balanceado, método abreviado.

F.de V. G.L. S. de C. C.M. Fe Ft
0.05




0.01

t— 1 t YZ SC 3 CM -
Tratamientos Z; -TC GLT : o Trat
(muestras) - T Tt .

1 YZ

2 1.
Dentro ZZYU —Z SC
tratamientos L
(Error SCTO[ - SC ‘ErrExp

experimental)

t(r-1)| &

ErrExp

Total

tr—1

Donde:

F.deV.:

G.L.:

S.deC.:

C. M.:
FcZ

Ft:

T.C.:

C.V.:

2
{Z - Y”} v’ JoM,
rc=Lt="~ J _-. Cy - fEE (100)

tr tr -

Fuente de variacion.

Grados de libertad.

Suma de cuadrados.

Cuadrados medios.

F-calculado

F-tablas

Numero de tratamientos

Numero de repeticiones por tratamiento.
Término de correccion o Factor de Correccion.
Coeficiente de Variabilidad

Probabilidad




Procedimiento para la prueba estadistica de hipétesis.
La Hipétesis a probarse es:
Ho: y1 =p2=...=Mdt; 0 ti=0

Ha : No todas las pi son iguales.

Nivel de Significancia:
a=005 y a=0.01
Prueba Estadistica:

F.=CM,

rat.

/CM,,

Regla de Decision:
Utilizando probabilidades:

Si p<all, se rechaza la Ho y se acepta la H1, caso contrario no se

rechaza la Ho

PRUEBA MULTIPLE DE DUNNETT

Procedimiento:

1)  Encontrar el error estandar de la media:

g - 2CM
X r
r : Numero de repeticiones

CMee : Cuadrado Medio del Error Experimental
2)  Encontrar la Amplitud Estudiantizada Significativas de Dunnett:

AES(D)



3)

AES(D) = D(zfl,GLEE);a

Determinar la Amplitud Limite de Significacion de TUKEY:
Amplitud Limite de Significacion de Dunnett: ALS (D)
ALS(D) = AES(D)SX

Ordenar los promedios de los tratamientos en serie por su magnitud
en forma decreciente y realizar las diferencias de medias con el

promedio del tratamiento testigo.



ANEXO 7. MAPA DE UBICACION
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Figura 33. Subdivisiones del Lago Titicaca



ANEXO 8. OBSERVACIONES MICROSCOPICAS

Figura 34. Corte longitudinal del ojo del control Orestias luteus. Donde se
observa la morfologia normal de las estructuras oculares C:
Cristalino, I: Iris, Cor: Cornea, R: Retina y E: Esclerotica.
400X. Tincion H&E.

Figura 35. Corte longitudinal del ojo del control Orestias luteus. Donde se
observa la morfologia normal de las estructuras oculares. I:
Iris, FB: Fibras nerviosas y R: Retina. 1000X. Tincién H&E.



Figura 36. Corte longitudinal del ojo de Orestias luteus del tratamiento
con 20 pg/l de CuS04.5H20. Donde se observa la alteracion
celular de la estructura del cristalino y el iris. I: Iris, R: Retina,
C: Cristalino y E: Esclerética. 400X. Tincion H&E.

Figura 37. Corte longitudinal del ojo de Orestias Iluteus del tratamiento
con 10 ug/l de CuS04.5H20. Donde se observa alteracion de
la estructura del iris. C: Cristalino, I: Iris, y R: Retina. 400X.

Tinciéon H&E.
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