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COMUNICACION

Efecto de tres ambientes de transporte sobre el tiempo de aparicion de la autélisis
en muestras de alevines de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss)

Effect of three transport conditions on the appearance time of autolysis in samples
of rainbow trout fry (Oncorhynchus mykiss)
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SUMMARY

The aim of this work was to compare three types of transport conditions on the appearance and progress of autolytic changes in samples of dead
fry sent to be processed for histopathological analysis. 300 whole fry corpses were subjected to three transport conditions: submerged in water at 4 °C,
submerged in water at 15 °C and dry atmosphere at 4 °C. Every hour from O to 24 hours, groups of 4 fry per condition were fixed in 10% formalin and
processed using the conventional hematoxylin and eosin stain technique (H&E). The appearance time of the autolytic changes in the different segments of
the kidney and liver were determined in each group, classifying the changes as early autolytic, advanced autolytic and complete autolysis. It was observed
that the autolytic changes appeared first in the livers of the corpses at 4 °C under dry condition while last ones to be affected were the corpses submerged
in water at 4 °C (1 and 6 hours, respectively). The first autolytic changes appeared in the kidneys of the corpses at 4 °C in the dry atmosphere and the
last in the corpses submerged in water at 4 °C (3 and 9 hours, respectively). It was concluded that out of the three transport conditions studied, the one
preserving for longer the histological and cytological structure of the fish tissue for histological analysis was water preservation at 4 °C, demonstrating

the key role of the temperature and atmospheric humidity in the progress of fish autolysis.
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INTRODUCCION

En acuicultura se realizan muestreos de tipo sanitario,
epidemioldgico y productivo. Los muestreos sanitarios
consisten en la extraccién y envio de muestras de peces
enfermos (moribundos) o sanos a los laboratorios para
el diagnéstico de enfermedades. Debido a las grandes
distancias entre los laboratorios y los centros de cultivo es
frecuente que en el traslado de las muestras muchos peces
mueran, comenzando inmediatamente con el proceso de
autolisis de los tejidos. Una de las técnicas diagndsticas
usadas en la acuicultura es el andlisis histopatolégico
de peces enfermos, siendo fundamental conocer si las
alteraciones tisulares observadas corresponden a lesiones
propias de una enfermedad o corresponden a cambios
autoliticos producidos en los peces que han muerto en el
trayecto (Tomita y col 2004).

La investigacion histoldgica juega un rol importante en
el examen post mértem para dilucidar la causa y mecanis-
mo de muerte y/o lesiones. En este contexto, al momento
de evaluar deben tenerse en consideracién los cambios
autoliticos dependientes de condiciones ambientales como
temperatura y humedad (Janssen 1984, Tomita y col 2004).
Los cambios post mértem en los peces habitualmente
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siguen cuatro etapas: el rigor mortis, la resolucién del
mismo, autdlisis y la descomposicion bacteriana. Estas
etapas se producen con mayor o menor rapidez, depen-
diendo de la especie, el estado fisioldgico de los peces, la
contaminacién microbiana y la temperatura (Ayala y col
2010, Ocafio-Higuera y col 2009).

La autdlisis celular es el proceso de desintegracion que
comienza luego de producida la muerte y en el cual no
existe participacion de bacterias, dependiendo sélo de la
accion de las enzimas celulares (Trezza 2006). La autolisis
de tejido normal producida en un individuo muerto se
diferencia de la necrosis producida en individuos vivos,
debido a que la primera es difusa y no involucra a células
inflamatorias (Tomita y col 1999, 2004). En la autdlisis,
la secuencia de eventos que se generan comienza con el
déficit celular de oxigeno, produciendo dafios irreversibles
en la estabilidad de la membrana celular, en la sintesis de
proteinas, la cadena respiratoria celular y en el material
nuclear. La desestabilizacion estructural de las membranas
celulares y de sus organelos genera profundos cambios en
el intercambio i6nico y de fluidos, los que adicionados a
los cambios hidroelectroliticos y del pH celular alteran
progresivamente las estructuras de los organelos citoplas-
méticos, generando la liberacién de enzimas hidroliticas
al citoplasma conllevando la digestién de los distintos
constituyentes celulares. Este proceso depende de diversos
factores como el tipo de tejido y la condicidn nutricional
previa del sujeto, entre otros (Trezza 2006).

307


mailto:aortloff@uct.cl

AR ORTLOFFY COL

En mamiferos se han descrito la morfologia y la ul-
traestructura de los cambios post mértem producidos bajo
distintas condiciones de temperatura para diversos rganos
(Ilse y col 1979, Andersson y Collins 1983, El-Shennawy
y col 1985, Cingolani y col 1994, Tomita y col 1999).
En el caso de los peces se han realizado varios estudios
que evalian los cambios post mértem, especificamente
en el musculo esquelético, por ser este 6rgano de interés
comercial (Caballero y col 2009, Ocafio-Higuera y col
2009, Ayala y col 2010). Sin embargo, no existen estudios
que determinen y caractericen en el tiempo, bajo condi-
ciones controladas, la aparicién del proceso de autdlisis
en 6rganos de interés sanitario.

Este estudio comparé tres condiciones ambientales
de transporte de alevines, analizando histolégicamente el
tiempo de aparicion de los procesos autoliticos en tejido
renal y hepdtico.

MATERIAL Y METODOS
MATERIAL BIOLOGICO

Se utilizaron 300 alevines de trucha arcoiris (Oncorhyn-
chus mykiss) con un peso promedio de 1 gr adquiridos de
una piscicultura ubicada en Region de La Araucania (Chile),
la cual presentaba mortalidades promedio de 0,01%/dia.
Los ejemplares fueron mantenidos en el laboratorio de
Ictiopatologia de la Universidad Catélica de Temuco en
estanques de fibra de vidrio, bajo las mismas condicio-
nes de cultivo relacionados con la densidad (20 kg/m?),
temperatura del agua (10 °C) y horas/luz (24 horas). Los
peces fueron mantenidos en aclimatacién durante 24 h,
tiempo en el cual se mantuvieron en ayuno. Posterior a
la aclimatacion, se procedié a extraer los peces de forma
individual, realizando la eutanasia mediante contusion
cerebral aguda. Las muestras se distribuyeron en tres
grupos seguin las distintas condiciones ambientales de
transporte estudiadas.

CONDICIONES AMBIENTALES DE TRANSPORTE Y
CONSERVACION

Se compararon tres condiciones ambientales de trans-
porte de muestras de alevines sin fijar: (i) Alevines muertos
sumergidos en agua de la piscicultura mantenidos a 4 °C,
(i1) alevines muertos sumergidos en agua de la piscicultura
a temperatura ambiente constante de 15 °C y (iii) alevines
muertos almacenados sin agua (seco) en ambiente refrige-
rado a4 °C. Las condiciones ambientales (i) y (iii) fueron
conservadas a 4 °C en un refrigerador, con monitoreo de
la temperatura por medio de un termometro de maxima y
minima, asegurdndose que la temperatura se mantuviera
constante y con una fluctuacién de + 1 °C durante todo el
experimento. Las tres condiciones intentan recrear situa-
ciones de transporte de muestras en terreno, y se basaron
en los siguientes criterios: i) 4 °C es la temperatura en la
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que frecuentemente estdn los equipos de refrigeracion,
por lo que es probable que al momento de enviar muestras
desde el centro de cultivo hasta el laboratorio se procure
mantener esta temperatura mediante el uso de hielo y otro
elemento que mantenga el frio en el transporte. ii) 15 °C
es la temperatura ambiental promedio a la que se mantiene
el agua cuando es transportada sin un medio refrigerante
(esto fue registrado empiricamente transportando agua
de una piscicultura en buses de servicio regular de enco-
mienda), por lo que representa otra condicion probable de
transporte en la practica cuando no se cuenta con hielo u
otro elemento que mantenga el frio. iii) 4 °C sin agua (en
seco) es una condicidn de transporte utilizada para enviar
muestras cuando las empresas de encomienda no aceptan
transportar medios liquidos, por lo que las muestras son
transportadas en seco y con elementos de enfriamiento.

OBTENCION DE MUESTRAS, PROCESAMIENTO Y CRITERIOS
DE ANALISIS

Para cada condicion descrita anteriormente se extrajeron
cuatro alevines (cuadruplicado) al tiempo cero (controles)
y cada hora hasta la hora 24. A los cuatro caddveres de
alevines de cada muestreo se les realiz6 una incision en la
region ventral para favorecer la penetracion de la solucién
fijadora (formalina tamponada al 10%), siendo mantenidos
en contenedores rotulados durante 48 h. Una vez fijados
todos los caddveres, fueron procesados simultdneamente
mediante técnica histoldgica convencional (Kiernan 2008).
Durante el proceso de inclusion, los caddveres de alevines
fueron orientados longitudinalmente, a fin de obtener sec-
ciones histoldgicas que permitan la observacién de todos
los 6rganos ubicados medial y paramedialmente. Para esto
se seleccionaron tres cortes de 5 wm de grosor (uno medial
y dos paramediales) que en conjunto tenian secciones de
higado, rifién, estdmago, intestinos y ciegos pildricos.
Los cortes fueron montados en portaobjetos y tefiidos con
tincién convencional de hematoxilina y eosina. De cada
corte histoldgico se analizé higado completo (superficie en
contacto con pared abdominal y cara medial en contacto
con estdmago) y rifién (regidn anterior, media y posterior).
Se analizaron la preservacion de la arquitectura histologica
del 6rgano, las caracteristicas citoplasmaticas y nucleares
de los hepatocitos, de las células epiteliales de los tibulos
contorneados, tejido hematopoyético y eritrocitos. Como
signo de autdlisis se considerd: (i) el incremento de la
eosinofilia citoplasmadtica, (ii) presencia de nicleos con
cromatina condensada, o con caridlisis, (iii) tumefaccion
del citoplasma y (iv) pérdida del detalle estructural de las
células, asi como de sus limites nuclear y citoplasmatico.

Se definieron arbitrariamente tres estados de au-
tolisis: 1) Autolisis temprana: en riidn, se caracterizo
porque la mayoria de los tibulos contorneados distales y
proximales cortados transversalmente presentaban hasta
cuatro células con nticleo con cromatina condensada y/o
cariorrexis, aumento de la eosinofilia citoplasmatica si se



comparaba con las vecinas, se mantenia la unién entre las
células epiteliales tubulares y la arquitectura del 6rgano se
conservaba, reconociéndose las unidades estructurales y
funcionales. En el higado se analizé en aumento 100X y
este estado se caracterizo por la presencia de eritrocitos
con nucleo con cromatina condensada y hemdlisis, y
menos del 15% de los hepatocitos por campo con nicleo
con cromatina condensada, cariorrexis y/o caridlisis y
eosinofilia citoplasmadtica. Los limites citoplasmaticos
de los hepatocitos se mantenian definidos. ii) Autdlisis
avanzada: en rifidén se caracterizé porque la mayoria de
los tibulos contorneados distales y proximales cortados
transversalmente presentaban mas de cuatro nicleos con
cromatina condensada y/o con cariorrexis, aumento de la
eosinofilia citoplasmatica y pérdida de la unién entre cé-
lulas epiteliales. Los limites citoplasmaticos se mantenian
definidos. En higado se caracteriz6 porque mas del 15%
de los hepatocitos tenian cambios nucleares y citoplasma-
ticos autoliticos, sin embargo fue posible reconocer los
limites citoplasméticos que definian un hepatocito. iii)
Autolisis completa: en el rifdn se caracterizo por la severa
distorsion de la arquitectura histoldgica, reconociéndose
sOlo vestigios de las principales estructuras renales. No
fue posible reconocer células individualmente, las cuales
aparecieron como estructuras eosindfilas amorfas. Las
células del tejido hematopoyético se reconocieron, pero no
fue posible su caracterizacion e identificacién. El higado
se caracterizé por la severa distorsion de la arquitectura
histolégica, reconociéndose sdlo vestigios de las principales
estructuras hepdticas. En la mayoria de los cortes no fue
posible reconocer en detalle hepatocitos individualmente,
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los cuales aparecieron como estructuras eosinéfilas amorfas,
con restos basoéfilos que correspondian al nicleo.

ANALISIS DE LAS MUESTRAS HISTOLOGICAS

El andlisis de las muestras histoldgicas fue realizado
con un microscopio marca Olympus modelo BX-41, las
imdgenes fueron capturadas con una cimara marca Jenoptik
modelo ProgRes C3, y el andlisis de imagenes se realizé con
el software ProgRes® Mac CapturePro 2.7.6. El andlisis
de las imdgenes consisti6 en la identificacién y el conteo
de nicleos con cambios autoliticos para clasificar a la
muestra dentro de los tres estados de autdlisis.

RESULTADOS Y DISCUSION

En el cuadro 1 se presentan los distintos tiempos de
aparicién de los cambios autoliticos en rifién e higado en
los tres tratamientos.

RINON

Se observaron diferencias en cuanto a los tiempos de
aparicion de los cambios autoliticos entre las tres regiones
del rifién. Independiente de 1a condicién ambiental evaluada,
en las regiones media y posterior del rifién los cambios
autoliticos se presentaron en el mismo periodo de tiempo,
a diferencia del rifién anterior, cuyos cambios autoliticos
aparecieron una hora antes, patrén que se repitié en las
tres condiciones ambientales (cuadro 1). Las caracteris-
ticas morfoldgicas de los tres periodos de autdlisis que se

Cuadro 1. Tiempo de aparicién de los cambios autoliticos tempranos, avanzados y autdlisis completa entre los tres ambientes de
transporte: sumergidos agua a 4 °C (A); sumergidos agua a 15 °C (B); ambiente seco a 4 °C (C).

Appearance time of the early and advanced autolytic changes and complete autolysis in the three transport atmospheres: submerged water

at 4 °C (A); submerged water at 15 °C (B); dry atmosphere at 4 °C (C).

PROCESO DE AUTOLISIS
Organo Temprana Avanzada Completa

Higado cara medial 5h 20 h 23h

Higado cara lateral 6h 21h 24 h

m A Rifién anterior 8h 14h 17h
£ Rifién medio 9h 15h 18h
% Rifién posterior 9h 15h 18h
:<ZC Higado cara medial 2h 14h 17h
E Higado cara lateral 3h 15h 18h
Sa] B Rifién anterior 5h 11h 14h
2 Rifin medio 6h 12h 15h
= Rifi6n posterior 6h 12h 15h
E Higado cara medial 1h 5h 8h
% Higado cara lateral 1h 6h 9h
C Rifién anterior 2h 8h 11h

Rifién medio 3h 9h 12h

Rifién posterior 3h 9h 12h
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definieron para el rifion pueden observarse en la figura 1:
autdlisis temprana (figura la, d, g), autdlisis avanzada
(figura 1b, e, h) y autdlisis completa (figura lc, f, 1).

aproximadamente una hora antes si se compara con otras
regiones del mismo drgano (para comparar los tiempos,
ver cuadro 1). Este patrdn se repitid en las tres condiciones

ambientales. Las caracteristicas morfoldgicas de los tres
periodos de autdlisis que se definieron para el higado pueden
observarse en la figura 1: autdlisis temprana (figura 2a, d,
g), autdlisis avanzada (figura 2b, e, h) y autdlisis completa
(figura 2c, f, i).

HIGADO

En la regién medial del higado, que estd en estrecho
contacto con el estdémago, los cambios autoliticos aparecen

Figura 1. Cortes histolégicos de la region anterior de rifiones de alevines de trucha arcoiris. a, d, g: Cambios autoliticos tempranos de
alevines mantenidos sumergidos en agua a4 °C (8 h), sumergidos en agua a 15 °C (5 h) y en ambiente seco a4 °C (2 h), respectivamente.
Tubulo contorneado con estructura histolégica conservada, célula epitelial con eosinofilia citoplasmadtica y niicleo con concentracién de
la cromatina (flecha). Inserto: rifién fijado inmediatamente después de la muerte (control). b, e, h: Cambios autoliticos avanzados de
caddveres de alevines mantenidos sumergidos en agua a 4 °C (14 h), sumergidos en agua a 15 °C (11 h) y en ambiente seco a 4 °C (8
h), respectivamente. Aumento en el nimero de células con niicleo con su cromatina concentrada (flecha) y desprendimiento de células
epiteliales tubulares, desorganizando parcialmente la estructura histoldgica renal. ¢, f, i: Aut6lisis completa de caddveres de alevines
mantenidos sumergidos en agua a 4 °C (17 h), sumergidos en agua a 15 °C (14 h) y en ambiente seco a 4 °C (11 h), respectivamente.
Estructura histolégica esta completamente alterada, las células aparecen como estructuras eosinéfilas amorfas sin detalle ni limite
citoplasmadtico definido. (H&E); Escala: 20 um.

Histological cuts of rainbow trout fry kidneys. a, d, g: Early autolytic changes in fry corpses maintained submerged in water at 4 °C (8 h),
submerged in water at 15 °C (5 h) and in a dry atmosphere at 4 °C (2 h), respectively. Convoluted tubuli with histological structure preserved, epithelial
cell with cytoplasmic eosinophilia and nucleus with concentration of chromatin (arrow). Insert: Kidney fixed immediately after death (control). b, e, h:
Advanced autolytic changes in fry corpses maintained submerged in water at 4 °C (14 h), submerged in water at 15 °C (11 h) and in a dry atmosphere
at 4 °C (8 h), respectively. Increase in the number of cells with nucleus with its chromatin concentrated (arrow) and detachment of tubular epithelial
cells, partially disrupting the histological structure of the kidney. ¢, f, i: Complete autolysis in fry corpses maintained submerged in water at 4 °C (17 h),
submerged in water at 15 °C (14 h) and in a dry atmosphere at 4 °C (11 h), respectively. Histological structure is completely altered, the cells appear as
amorphous eosinophilic structures with no detail or defined cytoplasmic limit. (H&E); Scale: 20 um.
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Figura 2. Cortes histolégicos de region lateral de higados de alevines de trucha arcoiris. a, d, g: Cambios autoliticos tempranos de
caddveres de alevines mantenidos sumergidos en agua a 4 °C (6 h), sumergidos en agua a 15 °C (3 h) y en ambiente seco a 4 °C (1 h),
respectivamente. Cromatina concentrada en ntcleo de eritrocitos (flecha) y leve tumefaccion de los hepatocitos. La estructura histo-
16gica estd conservada. Inserto: higado fijado inmediatamente después de la muerte (control). b, e, h: Cambios autoliticos avanzados
de caddveres de alevines mantenidos sumergidos en agua a 4 °C (21 h), sumergidos en agua a 15 °C (15 h) y en ambiente seco a 4 °C
(6 h), respectivamente. Aumento en el nimero de células con eosinofilia citoplasmaética, nticleo con cromatina concentrada (flecha)
y/o agregacién de la cromatina en el borde del nicleo. Pérdida parcial de la estructura histolégica hepética. ¢, f, iz Autélisis completa
de caddveres de alevines mantenidos sumergidos en agua a 4 °C (24 h), sumergidos en agua a 15 °C (18 h) y en ambiente seco a 4 °C
(9 h), respectivamente. Estructura histoldgica completamente alterada, la mayoria de las células aparecen como estructuras eosindfilas
amorfas sin detalle ni limite citoplasmatico definido. (H&E); Escala: 20 um.

Histological cuts of rainbow trout fry livers. a, d, g: Early autolytic changes in fry corpses maintained submerged in water at 4 °C (6 h),
submerged in water at 15 °C (3 h) and in a dry atmosphere at 4 °C (1 h), respectively. Erythrocytes with nuclear concentration of chromatin (arrow),
slight swelling of hepatocytes with histological structure preserved. Insert: Liver fixed immediately after death (control). b, e, h: Advanced autolytic
changes in fry corpses maintained submerged in water at 4 °C (21 h), submerged in water at 15 °C (15 h) and in a dry atmosphere at 4 °C (6 h), respec-
tively. Increase in the number of cells with citoplasmic eosinopfilia with its nuclear chromatin concentrated (arrow) and/or aggregation of chromatin in
the nuclear border, partially disrupting the histological structure of the liver. ¢, f, it Complete autolysis in fry corpses maintained submerged in water
at 4 °C (24 h), submerged in water at 15 °C (18 h) and in a dry atmosphere at 4 °C (9 h), respectively. Histological structure is completely altered, the
cells appear as amorphous eosinophilic structures with no detail or defined cytoplasmic limit. (H&E); Scale: 20 um.

Se observé que los cambios autoliticos, tanto en higado
como rifidn, se presentaron primero en los caddveres de
alevines que fueron mantenidos a 4 °C en ambiente seco,
seguido por el grupo de alevines mantenidos sumergidos
en agua a temperatura ambiente de 15°C. El grupo que
mantuvo por més tiempo la integridad histoldgica fue el
de los caddveres mantenidos sumergidos en agua a 4 °C.

Estos resultados podrian explicarse en parte porque la tem-
peratura ambiental influye directamente en la temperatura
corporal de los peces. Cuando la temperatura es baja, el
pH se mantiene elevado por mds tiempo y el metabolis-
mo celular disminuye, resultando en una autdlisis mas
lenta (Berka 1986, Gunn 2009). Complementariamente
a la temperatura se debe considerar el efecto que posee
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la sumersién en agua o humedad de las muestras. Para
muestras sumergidas, la descomposicién es dos veces
mds lenta que si estuvieran expuestas al aire, debido a
que el oxigeno es necesario en los procesos oxidativos de
la descomposicion, siendo la concentracién menor en el
agua que en el aire (Dent y col 2004, Gunn 2009). Si bien
el fendmeno de descomposicion es diferente a la autdlisis,
ambos procesos ocurren casi en forma simultdnea, espe-
cialmente en cuerpos de menor superficie en ambientes
con abundante flora bacteriana saprofita, y los efectos de
uno de estos fendmenos influyen sobre el desarrollo del
otro. Posiblemente en las muestras del ambiente frio y
seco el efecto del ambiente aerobio predominé sobre el
efecto retardante de la temperatura baja, aumentando la
velocidad de descomposicion y autdlisis de las muestras.
Adicionalmente se observé que el proceso de autdlisis
comienza antes en el tejido hepdtico y rifién anterior que en
el tejido renal medio y posterior. Esto podria explicarse por
la estrecha relacién anatomica topografica entre el higado
(regién medial) y rifién anterior con el estémago, el cual
se observo desintegrado y con su contenido libre por lo
menos una hora antes de que se observaran los primeros
cambios tanto en higado como en rifién. Esto facilitaria la
autdlisis y descomposicion, especialmente en las regiones
con mayor contacto debido a la actividad quimica y enzima-
tica del contenido géstrico post mértem (Trezza 2006). En
este mismo contexto, el rifién se mantiene por mas tiempo
aislado anatémicamente del aparato digestivo por medio
de la vejiga natatoria, impidiendo momentaneamente el
contacto con las enzimas digestivas de los jugos géastricos
en las primeras etapas post mdrtem, las cuales aceleran
los procesos de descomposicién y autdlisis.

De acuerdo con los resultados de este estudio se concluye
que, para condiciones de terreno en las que no se disponga
de métodos quimicos de fijacion de tejidos, las muestras
de alevines vivos, agénicos o muertos destinadas a andlisis
histopatoldgico se transporten sumergidos en agua a 4 °C,
siendo fijados al llegar al laboratorio de andlisis antes de
los tiempos de autdlisis descritos en el cuadro 1.

RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue comparar el efecto de tres tipos de
ambiente de transporte sobre el tiempo de aparicién y progreso de los
cambios autoliticos de muestras de alevines muertos, enviados para
ser procesados para andlisis histopatolégico. Para ello se depositaron
300 cadaveres de alevines completos en tres ambientes de transporte:
sumergidos agua a 4 °C, sumergidos agua a 15 °C y ambiente seco a
4 °C. Cada una hora, desde el tiempo cero hasta las 24 horas, grupos de
4 alevines por ambiente fueron fijados en formalina al 10% y procesados
con la técnica histolégica convencional de hematoxilina&eosina. En
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todos los grupos se determiné el tiempo de aparicion de los cambios
autoliticos en los distintos segmentos del rifién e higado, clasificandose
en cambios autoliticos tempranos, avanzados y autdlisis completa. Se
observoé que los cambios autoliticos se evidencian primero en los higados
de los caddveres a 4 °C en ambiente seco y al ultimo en los cadédveres
sumergidos en agua a 4 °C (1 y 6 horas, respectivamente). Respecto al
rifién, los primeros cambios autoliticos se presentaron en caddveres a
4 °C en ambiente seco y al dltimo en los caddveres sumergidos en agua
a4 °C (3 y9 horas, respectivamente). De este estudio se concluye que
de los tres ambientes de transporte comparados, el que conserva por mas
tiempo la estructura histolégica y citoldgica de los tejidos de los peces
para analisis histoldgico es la conservacion sumergidos en agua a 4 °C,
evidenciando el rol clave de la temperatura y humedad ambiental en el
progreso de la autdlisis de peces.
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