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Resumen

La contaminacion por metales pesados es una de las principales amenazas para los ecosistemas
acuaticos, generando efectos adversos sobre la biota. En este estudio, se evalué la genotoxicidad
del agua del rio Siete en juveniles de Oreochromis niloticus mediante el ensayo de micronucleos y
el ensayo Cometa. Se establecieron cinco tratamientos con diferentes concentraciones de agua
contaminada (0%, 10%, 25%, 50% y 100%), evaluando la supervivencia y los efectos genotdxicos
en eritrocitos tras 19 dias de exposicion. El analisis del agua y sedimentos reveld que las
concentraciones de arsénico en el agua y plomo en los sedimentos superan los limites normativos,
lo que sugiere un alto riesgo ambiental. Los biomarcadores genotdxicos mostraron una relacion
dosis-dependiente con la contaminacion, evidenciada por un aumento significativo en la frecuencia
de micronucleos y en la fragmentacion del ADN en los tratamientos con mayores concentraciones
de agua contaminada (p < 0.05). El ensayo Cometa reflejo niveles progresivos de dafio en el ADN,
con células mostrando una fragmentacion extensa en las exposiciones mas altas. Ademas, se
observé una disminucién en la actividad locomotora en los peces expuestos a metales pesados,
mientras que en el grupo control se registr6 un aumento en la agresion intraespecifica y el
canibalismo. Estos resultados subrayan la importancia del monitoreo ambiental continuo y el uso de
O. niloticus como bioindicador de contaminacion por metales pesados en ecosistemas acuaticos.

Palabras clave: Genotoxicidad, Oreochromis niloticus, micronucleos, metales pesados, rio Siete,
contaminacion ambiental, supervivencia.

Abstract

Heavy metal pollution is one of the main threats to aquatic ecosystems, causing adverse effects on
biota. This study assessed the genotoxicity of water from the Siete River in juvenile Oreochromis
niloticus using the micronucleus test and the Comet assay. Five treatments with different
concentrations of contaminated water (0%, 10%, 25%, 50%, and 100%) were established, evaluating
survival and genotoxic effects in erythrocytes after 19 days of exposure. Water and sediment analysis
revealed that arsenic and lead concentrations exceeded regulatory limits, suggesting a high
environmental risk. Genotoxic biomarkers showed a dose-dependent relationship with contamination,
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as evidenced by a significant increase in micronucleus frequency and DNA fragmentation in the
highest exposure treatments (p < 0.05). The Comet assay indicated progressive levels of DNA
damage, with cells exhibiting extensive fragmentation under the highest exposures. Additionally
reduced locomotor activity was observed in fish exposed to heavy metals, while increased
intraspecific aggression and cannibalism were recorded in the control group. These findings highlight
the need for continuous environmental monitoring and support the use of O. niloticus as a bioindicator
of heavy metal contamination in aquatic ecosystems.

Keywords: Genotoxicity, Oreochromis niloticus, micronuclei, heavy metals, Rio Siete, environmental
pollution, survival.

Introduccion

La contaminacion por metales pesados representa una de las principales
amenazas para los ecosistemas acuaticos a nivel global debido a su persistencia,
toxicidad y capacidad de bioacumulacién en los organismos expuestos (Briffa et al.,
2020; Rama Jyothi, 2021). Estos elementos, derivados principalmente de
actividades antropogénicas como la industrializacién, la mineria y el uso excesivo
de agroquimicos, se dispersan en el ambiente y se acumulan en suelos y
sedimentos, lo que afecta la calidad del agua en rios y pozos ubicados en zonas
mineras (Sun et al., 2025). Su naturaleza no biodegradable favorece su acumulacion
a largo plazo en los ecosistemas, lo que aumenta los riesgos tanto para la
biodiversidad acuatica como para la salud humana (Ogola et al., 2025; Riani et al.,
2025; Shetty et al., 2025).

En los organismos expuestos, los metales pesados pueden provocar
diversos efectos toéxicos, incluyendo alteraciones neurolégicas, disfunciones
hepaticas y renales e incluso enfermedades crénicas como el cancer (Alsherif et al.,
2022; Arce Uribe & Olivares-Rubio, 2022; Gallo et al., 2025). En los ecosistemas
acuaticos, estos contaminantes ingresan a los organismos por diferentes vias, como
la absorcion branquial y cutanea o la ingesta de presas contaminadas, lo que
potencia los procesos de bioacumulacion y biomagnificacién en la cadena tréfica
(Kumar et al., 2024; Saidon et al., 2024).
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Uno de los principales focos de contaminacién por metales pesados es la
mineria, una actividad que, ademas de ser una de las principales fuentes de estos
elementos en los ecosistemas acuaticos, tiene una gran relevancia econdmica en
Ecuador. En 2015, las exportaciones de oro alcanzaron los 681 millones de ddlares,
consolidandolo como el cuarto producto de exportacién después del banano,
camaron y cacao (Matute Sanchez & Medina Pefa, 2025). Asimismo, se estima que
las reservas mineras confirmadas en el 10 % del territorio explorado del pais
representan aproximadamente el 114 % del PIB de 2015 (Herdoiza et al., 2017). No
obstante, la mineria conlleva impactos ambientales severos, especialmente cuando

la extraccion de minerales se realiza sin una adecuada gestidn de residuos.

Un caso emblematico de esta problematica es el canton Camilo Ponce
Enriquez, en la provincia de El Oro, donde la mineria aurifera ha generado un
impacto ambiental significativo. La descarga de aguas residuales con altos niveles
de metales pesados ha contaminado gravemente el rio Siete, receptor de los relaves
y lixiviados de las plantas de procesamiento de oro. Estudios previos han reportado
concentraciones elevadas de arsénico (As), cobre (Cu) y zinc (Zn) en el agua y
sedimentos del rio, con niveles que superan en 6rdenes de magnitud de 10 a >1000
los umbrales de toxicidad para la vida acuatica (Appleton et al., 2001). Sin embargo,
la ausencia de estudios cientificos que evaluen directamente el impacto de esta
contaminacién sobre la biodiversidad limita la implementacion de estrategias de

mitigacion efectivas.

Los metales pesados pueden inducir dafio genético en los organismos
acuaticos, lo que compromete la estabilidad genémica y afecta la viabilidad de las
poblaciones, ademas de producir alteraciones celulares y disrupciones en la
reproduccion. Para evaluar estos efectos, el uso de organismos centinela se ha
consolidado como una estrategia clave en ecotoxicologia (Rubio-Vargas et al.,

2024). En este contexto, los peces han sido ampliamente utilizados como modelos
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experimentales debido a su sensibilidad a los contaminantes y su capacidad para
reflejar riesgos ambientales y sanitarios (Bancel et al., 2024).

Entre los biomarcadores mas empleados para evaluar el dafio genético en
peces destaca el ensayo de micronucleos, que permite detectar aberraciones
cromosomicas y fragmentos de ADN no incorporados al nucleo principal,
proporcionando una medida del efecto mutagénico de los metales pesados (Faita
et al., 2013; Nirchio et al., 2019; Rubio-Vargas et al., 2024). Sin embargo, este
ensayo no permite cuantificar con precision la magnitud del dafio en el ADN a nivel
molecular, por lo que es necesario complementarlo con pruebas que evaluen la

fragmentacién del material genético en células individuales.

El ensayo Cometa, también conocido como electroforesis en gel de células
individuales, ha sido ampliamente utilizado como biomarcador de genotoxicidad en
peces expuestos a agentes ambientales nocivos (Chatha et al., 2023; Simoniello et
al., 2009; Tasneem & Yasmeen, 2018). Este ensayo permite detectar rupturas de
ADN de cadena simple y doble, proporcionando informacion detallada sobre la
extension y gravedad del dafio en la estructura del material genético (Langie et al.,
2015; McKelvey-Martin et al., 1993; Nandhakumar et al., 2011). Su alta sensibilidad
y capacidad para evaluar respuestas dosis-dependientes lo convierten en una
herramienta fundamental para el monitoreo de contaminantes genotdxicos en
ambientes acuaticos (Ali et al., 2009; Jiang et al., 2023). Por lo tanto, la combinacion
de estos meétodos proporciona una evaluacion integral del dafio genético,
permitiendo identificar tanto efecto clastogénico como alteraciones en la integridad
del ADN.

Entre los peces utilizados en evaluaciones ecotoxicolégicas, diversas
especies de tilapia, en particular Oreochromis niloticus, han sido empleadas como

bioindicadores debido a su sensibilidad a la contaminacion, su amplia distribucion
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en ecosistemas acuaticos y su capacidad para acumular metales pesados en sus
tejidos (Abass, 2024; Chinedu et al., 2024; Lemos et al., 2005). Estas caracteristicas
las convierten en organismos ideales para el monitoreo ambiental, ya que permiten
evaluar la presencia y los efectos de contaminantes en cuerpos de agua afectados

por actividades humanas, como la mineria (Silva et al., 2024; Zannat et al., 2024).

Con el objetivo de analizar el impacto de los metales pesados en la biota
acuatica del Rio Siete y contribuir al desarrollo de estrategias de conservacion y
mitigacion de la contaminacion ambiental, este estudio evalud la presencia de dafio

genotoéxico en O. niloticus mediante el ensayo de micronucleos y el ensayo Cometa.

Materiales y Métodos

Analisis y caracterizacion del agua y sedimentos del Rio Siete

El agua utilizada en el experimento fue recolectada del rio Siete, en el cantdn
Camilo Ponce Enriquez, Ecuador, empleando recipientes de 20 litros hasta
completar un tanque de 1 tonelada. Se observd un aspecto turbio y una aparente

ausencia de organismos vivos, lo que sugiere afectacién ambiental.

Se analizaron muestras de agua y sedimentos para determinar la presencia de
arsénico, cadmio, plomo, mercurio y cianuros, utilizando técnicas certificadas. Los
analisis fueron realizados por ANAVANLAB CIA. LTDA., laboratorio acreditado bajo
SAE LEN 13-006 y conforme a la norma internacional NTE INEN ISO/IEC

17025:2018, garantizando la confiabilidad de los resultados.

Los metales en agua fueron determinados mediante los métodos SM 3114 C,
SM 3111 B y EPA 3015, mientras que en sedimentos se emplearon EPA 7061 A,
EPA 7471 By EPA 3051. La cuantificacion de cianuros se realizé con el método SM
4500-CN E. Los resultados fueron comparados con los limites establecidos en la
norma NTE INEN 1108:2020 para agua de consumo humano y en los criterios de
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calidad AMO97A, Anexo 1y Anexo 2, que regulan la calidad de fuentes de agua y

suelos.
Aclimatacion de los organismos

Se seleccionaron 90 juveniles de Oreochromis niloticus, provenientes de una
granja acuicola en Posorja, Ecuador, con un peso promedio de 11 g. Los peces
fueron transportados en bolsas plasticas con oxigeno y aclimatados en un tanque

de 1 tonelada.
Disefio experimental

Se empled un disefio completamente al azar con cinco tratamientos y tres
repeticiones por tratamiento. Los tratamientos consistieron en: TO (control) con 0%
de agua contaminada, T1 con 100%, T2 con 50%, T3 con 25% y T4 con 10%. Cada
unidad experimental estuvo conformada por un recipiente de plastico de 72.8 litros,
en el que se alojaron seis peces por tanque. Para garantizar una oxigenacion
optima, se implementé un sistema de aireacion continua mediante mangueras

conectadas a piedras difusoras.
Extraccion de sangre y preparacion de extendidos sanguineos.

Se extrajeron muestras de sangre de dos individuos por unidad experimental,
minimizando el estrés mediante anestesia con benzocaina (Schroeder, 2021). La
recoleccion se realiz6 por puncion en la vena caudal con jeringas de 1 ml

heparinizadas y agujas de %2 pulgada.

Las muestras se extendieron sobre portaobjetos limpios y se dejaron secar al
aire. Posteriormente, se fijaron con metanol absoluto durante 5 minutos y se tifieron
con Giemsa al 10% por 15 minutos. Para la tincién, se utilizé un buffer fosfato de pH
6.88. Luego del enjuague con agua destilada y secado en posicion vertical, los
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extendidos fueron protegidos con barniz transparente y cubreobjetos,

almacenandose en un organizador para su analisis microscépico.
Analisis microscépico y recuento de células con micronucleos

Las muestras fueron analizadas mediante microscopia de campo claro
utilizando un fotomicroscopio Olympus CX31 equipado con un objetivo de inmersion
de 100x y un aumento total de 1000x. Para cada portaobjetos, se capturaron entre
15 y 25 imagenes seleccionadas aleatoriamente, dependiendo de la densidad de

eritrocitos observada, con el fin de registrar un minimo de 2000 células por individuo.

Las imagenes obtenidas fueron organizadas en carpetas clasificadas por
tratamiento y repeticidén, siguiendo un sistema de etiquetado estructurado para
garantizar la trazabilidad de la informacion. El conteo de eritrocitos y micronucleos
se realizé sobre las imagenes digitales mediante la herramienta de conteo del
software Adobe Photoshop, siendo evaluadas por un unico observador. Las
frecuencias de células micronucleadas se expresaron por cada 2000 células

contadas.
Ensayo Cometa:

El ensayo Cometa se realizé siguiendo protocolos estandar (Lu et al., 2017;
Singh et al., 1988). Se utilizaron muestras de sangre diluida (1:10 en buffer fosfato
salino), mezcladas con agarosa de bajo punto de fusion a 37°C y depositadas sobre
portaobjetos recubiertos con agarosa normal. Tras la solidificacion, se llevd a cabo
la lisis celular y la electroforesis en condiciones alcalinas. Luego, los portaobjetos
fueron neutralizados con tampon Tris 0.4 M (pH 7.5), fijados con metanol absoluto
y tefiidos con DAPI para su analisis en un microscopio de epifluorescencia Olympus
BX53, equipado con una camara digital y el software CellSens Dimension. Se

analizaron al menos 50 cometas por individuo.
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Para cuantificar el dafio genético, se evaluaron la longitud de la cola (Tail
Length), el porcentaje de ADN en la cola (TailDNApercent) y el Extent Tail Moment
(ETM), segun Kumaravel et al. (2009). El andlisis de imagenes se realizé con
ImageJ y el complemento OpenComet (Gyori et al., 2014), proporcionando
mediciones precisas para la evaluacion del dafio en el ADN. TailDNApercent se
utilizé como parametro clave debido a su robustez y baja variabilidad en la

estimacion del dafio genético.
Analisis estadistico

Para evaluar la homogeneidad y normalidad de los datos, se aplicaron las
pruebas de Levene y Kolmogorov-Smirnov, respectivamente. Una vez verificados
estos supuestos, se realizé un ANOVA inicial para determinar si era posible
combinar las repeticiones dentro de cada tratamiento, lo que permiti6 aumentar la
potencia estadistica y mejorar la precision en la deteccion de diferencias entre
grupos, minimizando sesgos por variaciones aleatorias. Posteriormente, se llevo a
cabo un ANOVA de una via para evaluar el efecto de las diferentes concentraciones
de agua contaminada sobre la frecuencia de micronucleos y los parametros del
ensayo Cometa. Para el analisis post hoc, se empled el test de Fisher LSD (Least
Significant Difference) en la comparacion de la frecuencia de micronucleos (p <
0.05), ya que este método es mas sensible en estudios con un niumero reducido de
grupos y cuando existen hipotesis a priori sobre la existencia de diferencias
significativas (Sheskin, 2007; Sokal & Rohlf, 2011).

Por otro lado, para los parametros del ensayo Cometa, como el Tail DNA
percent y el Extent Tail Moment (ETM), se utilizé6 la prueba de Tukey, mas
conservadora y adecuada para comparaciones multiples sin hipotesis previas,
reduciendo la probabilidad de error tipo |. La mayor variabilidad observada en estos
parametros justifico el uso de este test, ya que permite un control mas efectivo de

la tasa de error en andlisis de comparaciones multiples (Sheskin, 2007).
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Todos los analisis estadisticos fueron realizados con el software Statgraphics
Centurion, lo que permitié identificar diferencias significativas entre tratamientos y
evaluar el impacto diferencial de la contaminacion en los biomarcadores de

genotoxicidad.

Resultados

Anadlisis de metales pesados en agua y sedimento del Rio Siete

El analisis de la calidad del agua y sedimentos del rio Siete permitio
cuantificar la presencia de metales pesados con potencial impacto en el ecosistema
(Tabla 1). Los resultados revelaron que la concentracién de arsénico en el agua
(0,038 mg/L) supera el limite permitido de 0,01 mg/L, mientras que otros elementos,
como cianuros, cadmio, mercurio y plomo, se encuentran dentro de los valores

normativos establecidos.

En los sedimentos, las concentraciones de cadmio (2,1 mg/kg) y plomo (24,8
mg/kg) excedieron los limites permitidos de 0,5 mg/kg y 19 mg/kg, respectivamente,
lo que evidencia una acumulacion significativa de estos metales en el lecho del rio.
En contraste, los valores de arsénico, cianuro libre y mercurio en los sedimentos
cumplen con la normativa vigente, lo que sugiere que, por el momento, su presencia

no representa una amenaza inmediata.
Supervivencia:

Los datos mostraron una disminucion progresiva en la supervivencia de los peces
con el aumento de la contaminacién (Figura 1). En el grupo control (TO), la
supervivencia se mantuvo cercana al 100 % durante las dos primeras semanas,
reduciéndose al 23 % en la tercera. En el tratamiento con agua 100 % contaminada
(T1), la supervivencia descendio del 90 % en la primera semana a menos del 60 %

en la segunda, alcanzando aproximadamente un 30 % en la tercera.
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En el tratamiento con 50 % de agua contaminada (T2), la supervivencia paso del

95% en la primera semana al 70% en la segunda y al 40 % en la tercera. De manera

similar, en T3 (25 %), los valores iniciales fueron del 95 %, disminuyendo a menos

del 80 % en la segunda semana y al 60% en la tercera. En el tratamiento con la

menor concentracion de agua contaminada (T4, 10 %), la supervivencia fue

comparable al grupo control durante la primera semana (~100 %), descendiendo a

mas del 80 % en la segunda y al 70 % en la tercera. Estos resultados evidencian un

efecto dosis-dependiente de la contaminacion sobre la mortalidad de los

organismos expuestos.

Tabla 1

Concentraciones de metales pesados y cianuros en muestras de agua y

sedimentos del rio Siete en comparacion con los limites normativos

Valor
Tipo de Unida Resulta Norm Cumplimie
Muestra Parametro Método Analitico d do a nto
SM 3114 C, EPA
Agua Arsénico 3015 mg/L 0,038 0,01 No Cumple
Agua Cianuros SM4500-CNE mg/L <0,010 0,1 Cumple
SM 3111 B, EPA
Agua Cadmio 3015 mg/L  <0,001 0,003 Cumple
SM 3114 C, EPA
Agua Mercurio 3015 mg/L <0,0010 0,006 Cumple
SM 3111 B, EPA
Agua Plomo 3015 mg/L <0,001 0,01 Cumple
Sediment mg/k
0s Arsénico EPA 7061 A, 3051 g 0,1 12 Cumple
Sediment Cianuro mg/k
0s Libre SM 4500-CN E g <0,1 0,9 Cumple
Sediment mg/k
0s Cadmio EPA 3051, 7061 A g 21 0,5 No Cumple
Sediment mg/k
0s Mercurio EPA 7061 A, 3051 g <0,1 0,1 Cumple
Sediment mg/k
0s Plomo EPA 3051, 7061 A g 24,8 19 No Cumple
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Un aspecto importante observado en este estudio es la mayor actividad y la
incidencia de canibalismo en el grupo control, en contraste con los peces expuestos

al agua contaminada en los que se observé un comportamiento letargico.
Figura 1.

indice de supervivencia de los organismos expuestos a diferentes concentraciones

de agua contaminada del rio Siete durante tres semanas.

100

Supervivencia (%)
H ()] o]

N
o

TC (Control) T1(100%) T2 (50%) T3 (25%) T4 (10%)

Tratamientos

Nota: Los tratamientos incluyen un control (Tc) y cuatro concentraciones de agua
contaminada: T1 (100%), T2 (50%), T3 (25%) y T4 (10%). La supervivencia se
expresa en porcentaje y se presenta para cada semana de evaluacion. Las barras
en amarillo representan la Semana 1, en naranja la Semana 2, y en rojo la

Semana 3.
Anomalias nucleares en eritrocitos

La Figura 2 muestra las anomalias nucleares detectadas en eritrocitos de
Oreochromis niloticus, identificadas mediante tincion y analisis microscépico. Entre

las alteraciones observadas se incluyen microndcleos (mn), muescas (m),
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binucleacioén (bn), puentes nucleoplasmicos (pn), pérdida de citoplasma (pc) y buds

(b).
Figura 2

Anomalias nucleares observadas en eritrocitos de Oreochromis niloticus

expuestos a agua contaminada del rio Siete

Nota: Las flechas sefalan diferentes tipos de alteraciones celulares: (m) muesca,
fragmentacién o anormalidad estructural del nucleo; (mn) micronucleos, estructuras
nucleares independientes cercanas al nucleo principal; (bn) binucleacion, presencia
de dos nucleos en un mismo eritrocito; (pn) puentes nucleoplasmicos, conexiones
entre nucleos o fragmentos nucleares; (pc) pérdida de citoplasma, reduccién del

volumen citoplasmatico; y (b) buds, protrusiones o extensiones nucleares.
Ensayo Cometa:

El ensayo Cometa evidencio distintos niveles de dafo en el ADN, reflejados en la
variabilidad de la longitud e intensidad de las "colas de cometa" observadas en las

células evaluadas. Se identificaron eritrocitos con cinco niveles de dafio genético,
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clasificados del O al 4, segun la extension de la fragmentacion del ADN. En el nivel
0, las células mostraron ADN intacto sin signos de fragmentacion, manteniendo una
estructura compacta y uniforme. El nivel 1 presenté dano leve, caracterizado por
una cola corta con baja cantidad de fragmentos migrados. En el nivel 2, el dafo fue
moderado, con una cola visible y mayor cantidad de ADN fragmentado. El nivel 3
reflejo dafo severo, con una cola extensa y difusa con una cantidad considerable
de fragmentos de ADN. Finalmente, el nivel 4 represent6 el dafio mas severo, con
una cola prominente y altamente extendida, indicando una fragmentacion
significativa del ADN (Figura 3).

Figura 3

Imagen de microscopia de fluorescencia, mostrando eritrocitos con cinco

niveles distintos de dafo genético, clasificados del 0 al 4.

Se observé diferencias significativas en el porcentaje de ADN en la cola del
cometa (Tabla 2). La prueba post-hoc de Tukey identifico diferencias significativas
entre las concentraciones de manera consistente para todas las variables. Por

ejemplo, el porcentaje de ADN en la cola (TailDNApercent) fue significativamente
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mayor en las concentraciones mas altas (50% y 100%) en comparacion con el
control (0%), lo que reflejé un incremento evidente del dafio genotoéxico.

Tabla 2

Resultados del ANOVA para dafios genotoxicos determinados por Ensayo Cometa

Variable F-Statistic p-Value
Tail DNA percent 38,40 p<0,001
ETM 24,95 p<0,001

El analisis del ensayo cometa reveld una relacion dosis-dependiente entre la
concentracion del agua del Rio Siete y el dafio en el ADN, medido como Tail DNA
percent (Figura 4). A una concentracion de 0 %, el Tail DNA percent presentd
valores bajos, indicando un dafio minimo en el ADN basal. Con el aumento de la
concentracion a 0,25 %, se observo un incremento leve en el porcentaje de ADN en

la cola del cometa, lo que sugiere una ligera induccion de dafio genético.

A concentraciones de 50 % y 100 %, el Tail DNA percent mostré6 un aumento
significativo, evidenciando una mayor fragmentacién del ADN vy, por lo tanto, un
dafio genotdxico mas pronunciado. Estos resultados fueron consistentes con una
tendencia dosis-dependiente, donde la mayor concentracién del tratamiento se
asocio con un incremento en la cantidad de ADN migrado hacia la cola del cometa.
Las barras de error reflejan la variabilidad en la respuesta celular, aunque la
tendencia general sugiere que el tratamiento evaluado induce dafio en el ADN de

manera proporcional a la dosis administrada.
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Figura 4

Porcentaje de DNA en la cola del cometa en funcion de la concentracion. Las

barras de error representan la desviacion estandar.
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El analisis empleando la métrica de Momento de Extension de la Cola (ETM),
evidencio una relacion dosis-dependiente entre la concentracion del tratamiento y
la magnitud del dafio en el ADN (Figura 5). A una concentracion de 0.0%, los valores
de ETM fueron bajos, indicando niveles minimos de fragmentacion del ADN. Al
aumentar la concentracion a 0.25%, se observé un leve incremento en la ETM, lo

que sugiere una ligera afectacién en la integridad del ADN.

A concentraciones de 50 % y 100 %, los valores de ETM se incrementaron de
manera significativa, con un aumento abrupto en la migracion del ADN, lo que indica
una mayor extensién del dafio genotdxico. Esta tendencia sugiere que el tratamiento
induce una fragmentacion extensa del ADN, facilitando su migracién en el ensayo
cometa. Las barras de error reflejan la variabilidad en los datos, pero la tendencia

general confirma una respuesta proporcional a la dosis administrada.
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Figura 5

Expresion de ETM en funcion de la dilucion del agua del rio Siete. Las barras

de error representan la desviacion estandar.
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Analisis estadisticos

La prueba de Kolmogorov-Smirnov confirmé la normalidad de los datos (p =
0.1212), mientras que la prueba de Levene verifico la homogeneidad de varianza (p

=0.0617), lo que permite el uso de analisis paramétricos.

El ANOVA no mostré diferencias significativas entre las repeticiones dentro de
cada tratamiento (F = 0,08; p = 0,9273) (Tabla 3), lo que permitié la combinacién de
los datos para un analisis mas robusto. En contraste, el ANOVA de una via detectd
diferencias significativas entre tratamientos (F = 2,97; p = 0,0289) (Tabla 4), que

indica un efecto de la exposicion a distintas concentraciones de agua contaminada.

Tabla 3
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Cuadro de ANOVA para MN/2 000 por repeticion

Fuente Sumade gl Cuadrado F p valor
Cuadrados Medio

Entre Acuarios 1,09882 2 0,549412 0,08 0,9273

Intra Acuarios 355,882 49 7,2629

Total 356,981 51

Tabla 4

Cuadro de ANOVA para MN/2 000 por Dilucion

Fuente Sumade gl Cuadrado F p valor
Cuadrados Medio

Entre Diluciones 71,9641 4 17,991 2,97 0,0289

Intra Diluciones 285,017 47 6,06418

Total 356,981 51

Los resultados de la prueba post hoc de Fisher LSD (Tabla 5) indicaron que las
diluciones de 0 %, 10 %, 25 % y 50 % no difieren significativamente entre si. Sin
embargo, la exposicion al 100 % de agua contaminada incremento
significativamente la frecuencia de micronucleos (etiqueta B), lo que sugiere un

umbral critico de concentracion que afecta la integridad genética de los eritrocitos.

Tabla 5

Pruebas de Multiple Rangos para Micronucleos por Tratamiento

Tratamiento|Casos |Media |Grupos Homogéneos
Control 12 1,50 A

25 % 8 1,75 A

50 % 10 2,00 A

10 % 10 2,20 A
100 % 12 4,58 B

Figura 6
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Discusion

Este estudio evalu6 el impacto genotdxico del agua contaminada del rio Siete
en Oreochromis niloticus, utilizando la frecuencia de micronucleos y el ensayo
Cometa como biomarcadores de dafio genético. Ademas, se analizaron las
concentraciones de metales pesados en agua y sedimentos para correlacionarlas
con los efectos biologicos observados en los peces expuestos. El diseno
experimental contemplé una exposicion prolongada para estimar la concentracion
letal media (LC50) del agua contaminada, evitando la alimentacion de los peces
durante el experimento para minimizar interferencias metabdlicas en la
bioacumulacion de metales pesados (Rubio-Vargas et al., 2024). Sin embargo, tras
19 dias, no se registr6 una mortalidad significativa atribuida directamente a la

toxicidad del agua, lo que llevé a priorizar el analisis de biomarcadores genotoxicos.

El analisis de sedimentos revel6é concentraciones elevadas de arsénico y
plomo, superando los limites normativos y coincidiendo con estudios previos que
identifican los sedimentos como reservorios a largo plazo de metales pesados

(lordache et al., 2022; Yunus et al., 2020). En el agua, solo el arsénico excedi6 los
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valores permitidos, mientras que el plomo y el mercurio se encontraron dentro de

los estandares.

Los biomarcadores genotoxicos evidenciaron una relacion dosis-
dependiente entre la exposicion a metales pesados y el dafo genético en O.
niloticus. La frecuencia de micronucleos y el porcentaje de ADN fragmentado en el
ensayo Cometa aumentaron significativamente con la concentracion de agua
contaminada, en concordancia con estudios previos en O. mossambicus expuesto
a arsénico (Ali et al., 2009). La evaluacion del ensayo Cometa reveld cinco niveles
de dano en el ADN, desde células intactas (nivel 0) hasta dafio severo con
fragmentacién extensa (nivel 4), reflejando alteraciones estructurales en la

estabilidad gendmica de los peces expuestos.

El analisis estadistico confirmd un incremento significativo en los valores de
Tail DNA percent y Extent Tail Moment (ETM) en los tratamientos con
concentraciones del 75 % y 100 % de agua contaminada (p < 0,001). Este hallazgo
indica una fragmentacion extensa del ADN, lo que sugiere una alta vulnerabilidad

genotdxica en los organismos expuestos.

El arsénico y el plomo, conocidos por inducir aberraciones cromosdmicas y
disfuncién celular, promovieron un aumento en la frecuencia de micronucleos y
alteraciones nucleares (Faita et al., 2013; Garnica Acufia et al., 2020). Ademas, la
exposicion al arsénico en peces ha sido vinculada con efectos embriotoxicos vy
teratogénicos, asi como anomalias estructurales en Danio rerio (Sanchez-Olivares
et al., 2021). De manera similar, la bioacumulacién de plomo afecta la estabilidad
genética, alterando la reproduccién y viabilidad poblacional de peces en ambientes

contaminados (Anetor et al., 2022).
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Aunque en los tratamientos con 10 %, 25 % y 50 % de agua contaminada no
se observaron diferencias significativas en la frecuencia de micronucleos respecto
al grupo control, en la exposicion al 100 % se evidencio un incremento notable (p <
0,05). Este umbral critico de concentracién ha sido documentado en D. rerio y
Cyprinus carpio, donde los metales pesados aumentaron la frecuencia de
micronucleos y otras alteraciones nucleares (Dey et al., 2024; Kakade et al., 2020).

El comportamiento de los peces también influyd en la supervivencia. A partir
del séptimo dia de ayuno, se observé un aumento en la agresion intraespecifica y
el canibalismo, especialmente en el grupo control, lo que pudo haber afectado la
mortalidad. En contraste, los peces expuestos a agua contaminada mostraron
menor actividad natatoria y una reduccion en la respuesta a estimulos, posiblemente
debido a alteraciones en la neurotransmision y efectos depresores de los metales

pesados sobre el sistema nervioso central (Loro et al., 2012).

Es importante destacar que los resultados obtenidos en este estudio reflejan
unicamente la respuesta genotdxica en juveniles de Oreochromis niloticus bajo
condiciones controladas de laboratorio. Por tanto, estos hallazgos no deben
extrapolarse directamente a otras especies acuaticas, ni al ecosistema en su
conjunto, ya que la sensibilidad del dafio genético puede variar considerablemente
entre taxones, etapas de desarrollo y condiciones ecoldgicas. Para una evaluacién
integral del impacto ambiental del rio Siete, se requiere incluir multiples niveles

bioldgicos y especies representativas de diferentes nichos ecoldgicos.
Conclusiones
Estos hallazgos resaltan la necesidad de evaluar multiples factores en los

estudios de impacto ambiental. Aunque la contaminacion del rio Siete mostré un

efecto genotdxico claro en O. niloticus, la supervivencia estuvo influenciada por el
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ayuno y el comportamiento intraespecifico. Se enfatiza la importancia de un
monitoreo ambiental sistematico con bioindicadores como O. niloticus para evaluar
la contaminacion por metales pesados en ecosistemas acuaticos. Aunque los peces
pueden desarrollar mecanismos de detoxificacion, la exposicion cronica a estos
contaminantes puede alterar su fisiologia y comprometer la estabilidad de las
comunidades acuaticas. En este contexto, el ensayo de micronucleos se consolida
como una herramienta clave para la evaluacion del riesgo ambiental y el desarrollo

de estrategias de conservacion (Rubio-Vargas et al., 2024).
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