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1. Antecedentes

La especie Macrobrachium brasiliense o también Ilamados camarones de rio de la
Amazonia, es una especie de amplia distribucion geogréfica, pudiendo encontrarse en gran
parte de la amazonia en paises como (Venezuela, Colombia, Guyana, Surinam, Guaina Francesa,
Ecuador, Per(, Brasil) [1]. Su principal funcién es el transporte de energia y biomasa a traves
de la cadena alimenticia, ademas gracias a su dieta se le atribuye la limpieza de rios, por lo
tanto su presencia es un indicador de una buena calidad de agua[2]. Los habitos alimenticios
de esta especie son muy variados y depende tanto de la estacién como de su estado en su
ciclo de vida, por ello tienen una dieta omnivora que se basa principalmente en el consumo
de insectos, materia organica, algas y arena[3].

Los estudios sobre la presencia de microplastico van ganando importancia global,
esto se debe a que el consumo mundial de pléstico esta en constante incremento[4]. El
micropléastico suele definirse cominmente como las particulas de plastico con un tamafio
menor a los 5mm [5]. EI microplastico o MP es producto de la degradacién fisica y
fotoquimica del plastico, por su abundancia este contaminante emergente ha penetrado en
la mayor parte de los ecosistemas de todo el mundo[6]. Este contaminante esta afectando
de mayor manera los ecosistemas acuaticos, donde los macroinvertebrados y otras especies
tienen una mayor vulnerabilidad, debido a la disponibilidad de este contaminante y a que
puede estar asociado a sus modalidades de alimentacion y su hébitat [7]. En la amazonia
ecuatoriana se han realizado estudios sobre la presencia de MP en varios rios, uno de estos
es el rio Tena, donde se ha logrado encontrar particulas de microplastico en los sedimentos
y en muestras de agua del rio, estos estudios también pudieron demostrar que una mayor
concentracion de microplastico estaba relacionada a los transectos del rio que tenian un
menor calado y una menor velocidad del caudal [8].

El malation o MAL, es uno de los plaguicidas mas usados en todo el mundo, y tanto
su uso como aplicacion suelen carecer de supervision técnica, por lo que este suele usarse
mas de lo que se recomienda, ademas por efectos de escorrentia este puede llegar a rios
lagunas y riachuelos afectando a especies no objetivo, por lo que las poblaciones de especies
aledafias a cultivos con un amplio consumo de agroquimicos tienden a desaparecer. El
malation tiene un mecanismo de accion que consiste en la fosforilacion de una enzima
responsable de inhibir la acetilcolina el cual es un neurotransmisor del sistema nervioso
parasimpatico, por ello los organismos afectados quedan paralizados, caen al suelo y mueren
por inanicion [9]. En altas dosis este contaminante puede resultar letal incluso para los
humanos, sin embargo, a pesar de los efectos que causa se lo considera un contaminante
moderadamente peligroso por la regulacion ecuatoriana[10]

Existen otros estudios en los que se evalla la supervivencia a la exposicion
combinada del microplastico y malation, donde se encontré que en la especie Minuca
ecuadoriensis, la cual al ser sometido a la exposicién del tratamiento combinado tuvo una
menor tasa de supervivencia[11]. Con el fin de identificar los dafios en especies de agua
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dulce que podria causar esta sinergia de contaminantes es necesario realizar mas
investigaciones.

2. Planteamiento del problema a investigar

El incremento consumo del plastico en los dltimos afios ha aumentado de manera
exponencial, dado su déficit de reciclaje y su degradacion, ha producido una acumulacién
de este en el ambiente[12]. EI microplastico suele acumularse principalmente en las playas
y en las orillas de los rios; por su tamafio este se ha vuelto un gran problema a nivel de
ecosistemas, debido a su facil ingreso a la cadena trofica y su paso a través de ella[13] Los
microplasticos podrian absorber contaminantes quimicos, enriqueciéndolos en su
superficie y por lo tanto acumulandolos en el ambiente [5]. En la amazonia la frontera
agricola estd en constante expansion, el avance de los monocultivos esta afectando
directamente los ecosistemas terrestres y de forma indirecta a los ecosistemas
acuaticos[14]. La introduccion de nuevas especies para el monocultivo ha provocado una
mayor susceptibilidad en la produccion agricola de la amazonia, por ello los granjeros
amazonicos se ven en la necesidad de promover el uso de los pesticidas [15]. EI género
Macrobrachium es de suma importancia por su amplia distribucién en los rios amazonicos,
este cumple con un roll de principal importancia ocupando un lugar intermedio en la cadena
trofica.

3. Justificacion de la investigacion

El MP se ha vuelto un contaminante de importancia mundial. En la amazonia este puede
encontrarse en varios afluentes del rio Amazonas[16]. Una vez el MP esta dentro de los
organismos acuaticos, reduce la capacidad de alimentarse, la habilidad reproductiva y
eventualmente inhibe el crecimiento, por ello se lo considera una amenaza, la cual puede
afectar varios servicios ecosistémicos proporcionados por la fauna acuéatica, ademas el
microplastico puede biomagnificarse, por lo que en el tiempo podria llegar a afectar a los
seres humanos causando dafios aun desconocidos [17]. Por otro lado, los pesticidas
organofosforados son ampliamente usados tanto para fines agronémicos y no agronémicos
por ello su liberacion al ambiente es continua y perjudicial. Actualmente aln se investiga
los efectos del malation en lo que se los vincula con la aparicion de tumores cancerigenos.
Macrobrachium brasiliense es un macroinvertebrado amazénico de gran importanciay una
amplia distribucion a lo largo de los cuerpos de agua de la cuenca del rio amazonas, este
suele vivir bajo la vegetacion riverefia y bajo la materia organica [18]. ES necesario
identificar la vulnerabilidad de las especies amazdnicas ante distintos contaminantes, esto
con el fin de tomar acciones en la regulacion y uso de agroquimicos.
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4. Preguntas de investigacion

¢Cuales son los efectos de la exposicion combinada de microplasticos y malation en la
mortalidad de los camarones de agua dulce Macrobrachium brasiliense?

¢Como se ven afectadas las branquias de los camarones de agua dulce Macrobrachium
brasiliense expuestos a microplasticos y malation en combinacion?

¢Cuanto micropléastico se bioacumula en los distintos 6rganos de los camarones de agua
dulce Macrobrachium brasiliense?

5. Hipodtesis

H1a: La exposicion combinada de microplasticos y malation aumentara significativamente
la mortalidad de los camarones de agua dulce Macrobrachium brasiliense en comparacion
con los grupos expuestos solo a uno de los contaminantes o al grupo de control.

HOa: La exposicion combinada de microplasticos y malation no tendra un efecto
significativo en la mortalidad de los camarones de agua dulce Macrobrachium brasiliense
en comparacion con los grupos expuestos solo a uno de los contaminantes o al grupo de
control.

H1b: Los camarones de agua dulce Macrobrachium brasiliense expuestos a microplasticos
y malation en combinacion tendrdn una mayor cantidad de dafios en las branquias en
comparacion con los grupos expuestos solo a uno de los contaminantes o al grupo de
control.

HOb: Los camarones de agua dulce Macrobrachium brasiliense expuestos a microplasticos
y malatién en combinacion no tendran una mayor cantidad de dafios en las branquias en
comparacion con los grupos expuestos solo a uno de los contaminantes o al grupo de
control.

Hlc: La bioacumulacion de microplasticos y malation serd significativamente mayor en los
tejidos de los camarones de agua dulce Macrobrachium brasiliense expuestos a la
combinacion de contaminantes en comparacion con los grupos expuestos solo a uno de los
contaminantes o al grupo de control.

HOc: La bioacumulacion de microplasticos y malation no sera significativamente mayor en
los tejidos de los camarones de agua dulce Macrobrachium brasiliense expuestos a la
combinacion de contaminantes en comparacién con los grupos expuestos solo a uno de los
contaminantes o al grupo de control.
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6. Objetivos de la investigacion
6.1 General

Evaluar los efectos de la exposicion combinada de microplasticos y malation en
la mortalidad, la bioacumulacion y la histologia branquial de Macrobrachium
brasiliense.

6.2. Especificos

Determinar la mortalidad de los camarones de agua dulce Macrobrachium
brasiliense expuestos a microplasticos y malation en combinacion y compararla
con los grupos expuestos solo a uno de los contaminantes o al grupo de control.

Analizar los efectos de la exposicién combinada de microplasticos y malatién en
la histologia branquial de Macrobrachium brasiliense y compararla con los grupos
expuestos solo a uno de los contaminantes o al grupo de control.

Cuantificar la bioacumulacion de microplasticos y malatién en los tejidos de los
camarones de agua dulce Macrobrachium brasiliense expuestos a la combinacién
de contaminantes y compararla con los grupos expuestos solo a uno de los
contaminantes o al grupo de control.

7. Métodos

Metodologia para la recoleccion

Los individuos de la especie Macrobrachium brasiliense seran recolectados en riachuelos
poco profundos con abundante materia vegetal y donde no haya actividad antropica aguas
arriba. La recoleccion se llevara a cabo mediante el uso de redes manuales, las cuales se
pasaran cerca de la vegetacion riverefia sumergida en el riachuelo. Los camarones
recolectados seran transportados en cajas plasticas que contendran agua del rio y vegetacion
del lugar. Una vez en el laboratorio, los camarones seran aclimatados durante 48 horas en
peceras antes de ser medidos y separados segun el tratamiento correspondiente.

Metodologia experimental

Para este proyecto se plantea realizar 4 tratamientos: el de control (agua Milli-Q), malatién
(agua Milli-Q y MAL 61 ug L— 1), MP (MP 25 mg L— 1) y finalmente MAL + MP (25 mg
L— 1) las concentraciones de malatién usadas en este experimento son el Ic50 obtenido por
[19] en la especie Macrobrachium nipponense la cual es una especie de camarén de agua
dulce . El tamafio de la muestra serd de 80 individuos divididos en 16 unidades
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experimentales, habra 5 individuos por unidad experimental y tres réplicas por tratamiento.
Las unidades experimentales son recipientes de vidrio los cuales tendran unas dimensiones
de 12.5 cm de altura'y 7.32 cm de diametro. Cada una de estas unidades estara conectada a
motores de aire 0 aireadores que funcionaran durante todo el experimento. Los camarones
estardn en una exposicion aguda durante 96 horas, estos seran alimentados cada 48 horas y
se les cambiara el agua cada 48 horas. Se utilizaré los individuos adultos que tengan un
tamario superior a los 3 cm y finalmente se Ilevara un riguroso control en la temperatura,
esto con el fin de mantener las condiciones lo mas estandarizadas posible.

Metodologia de cuantificacion

En las 96 horas del experimento se realizard un monitoreo diario, con el fin de ver la
cantidad de individuos vivos por cada tratamiento. Después del experimento se procedera
a crio anestesiar en hielo picado a los camarones durante 10 minutos, para después
diseccionar a los sujetos de prueba usando un kit de diseccidn y un estereoscopio, con esto
se pretende obtener los distintos 6rganos internos de los camarones, por ello se separaran
tejidos musculares, hepatopancreas, estomago, branquias y el tracto intestinal. Se procedera
a colocar los distintos 6rganos en tubos de ensayo plasticos, etiquetados con la
nomenclatura del 6rgano, el tratamiento y la réplica. La digestion quimica de los 6rganos
extraidos se realizara siguiendo la metodologia de [11] utilizando H202 (30%, 200 mL/5
g de tejido) en una incubadora de oscilacion a 60 C a 100 rpm durante 48 h—72 h. A
continuacion, la solucién se mantendra a una temperatura ambiente (25°C) durante 48 h,
después se realizara la filtracion al vacio, en la que se pretende colocar los tejidos ya
disueltos en filtros colocados en bombas de vacio. Los filtros se almacenaran en placas de
Petri, que se etiquetaran de forma en la que sepamos de que 6rgano y de que tratamiento
proviene. Se realizara un protocolo para evitar la contaminacion cruzada de MP de fondo
durante el tratamiento de la muestra y los pasos analiticos. Todos los materiales de
laboratorio se enjuagaran primero con agua Milli-Q y luego con etanol antes de su uso. Los
filtros se analizaran visualmente y el MP detectado sera contabilizado. Los filtros se
analizaran usando un estereomicroscopio Amscope con 40x de aumento. Una vez
contabilizadas las particulas de microplastico bioacumulado en los érganos, se procedera a
realizar una base de datos, en la que se contabilizara el nimero de particulas de
microplastico que se encontrd en cada 6rgano. En esta también base de datos también se,
especificara el nimero de individuos supervivientes por cada tratamiento y dia en el que se
realizd el experimento. Para el analisis estadistico se utilizara el programa Rstudio con el
fin de obtener curvas de bioacumulacion de microplastico por cada organo extraido y
graficas de la probabilidad de supervivencia de la especie por cada tratamiento.

Metodologia para el analisis histologico de las branquias

El procedimiento utilizado en este estudio para analizar los efectos del microplastico en
las branquias de Macrobrachium brasiliense consistira en los siguientes pasos tomados de
la investigacion de [20]. Primero, se sumergieran las branquias en una solucién fijadora
durante 36 horas para permitir la fijacion de las estructuras celulares y prevenir la
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degradacion del tejido durante los pasos siguientes. Luego, se deshidrataran las branquias
en una serie de soluciones deshidratantes de etanol en concentraciones crecientes (70%,
80%, 95% y 100%) durante 2 horas cada una. La deshidratacion elimina el agua y prepara
el tejido para su inclusion en parafina.

Después, se sumergieran las branquias en xileno durante al menos 2 horas para eliminar el
etanol y preparar el tejido para la inclusion en parafina. A continuacion, se colocaran las
branquias en un molde para inclusion en parafina y se cubrieran con parafina fundida, que
luego se dejara enfriar y solidificar. La inclusion en parafina permitird la manipulacién y
corte del tejido en secciones finas para su analisis microscopico.

Las secciones de la muestra se cortardn con un microtomo de 5-7 um de espesor y se
colocaréan en portaobjetos de vidrio. Luego, se colocaran los portaobjetos en xileno durante
unos minutos para eliminar la parafina y permitir la exposicion de las estructuras celulares
y tisulares para su analisis microscépico. A continuacion, se sumergieran los portaobjetos
en una serie de soluciones de etanol en concentraciones decrecientes (100%, 95%, 80% y
70%) durante unos minutos cada una para restaurar el agua a los tejidos previamente
deshidratados.

Finalmente, se realizara la tincion con Haematoxylin y Eosin para proporcionar contraste
y mejorar la visibilidad de las estructuras celulares y tisulares. Después de la tincidn, se
montardn y se cubrirdn con un cubreobjetos para proteger la muestra y permitir su
visualizacion bajo el microscopio.

8. Cronograma de actividades
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Cronograma de activdades

2022-2023

Objetivos / Actividades

Dic

Ene

Feb

Mar

Abr

May

Jun

Revision bibliografica

X

X

Recoleccion de individuos

Determinar en que magnitud se vera
afectada la supervivencia de la especie
Macrobrachium brasiliense, expuesta al
tratamiento de MP y malatidn

Experimentacion

Diseccion de muestras

Comparar la supervivencia de los individuos
expuestos a los tratamientos : (Malation,
Microplastico y Malation + MP)

Analisis estadistico de mortalidad

Cuantificar la cantidad de particulas de
microplastico acumuladas en los distintos
drganos de los individuos de Macrobrachium
brasiliense

Cuantificacion de microplastico

9.

Presupuesto referencial
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Presupuesto Unidades Costo Subtotal
Redes 2 10 20
Cuaderno 1 2.5 2.5
Unidades experimentales 3 2.5 20
Aireadores 5 15 75
Comida para camarones 1 3 3
Alcohol 96% 1 10 10
Balanza analitica 1 200 200
Kit de diseccion 1 30] 30
Estereo-microscopio 1 500 500
Bomba de vacio 1 250 250
Papeles filtro 80 6 480
Cajas petri 80 160
Tubos de polipropileno 80 1 80
Mandil 1 15 15
Guantes 10 1 10
Tangues de agua 3 15 45

TOTAL 1900.5
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