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RESUMEN

Para evaluar la calidad ecotoxicolégica de un sistema acuatico se debe incluir la matriz
sedimentaria en Jos analisis. Los sedimentos actiian como reservorio de contaminantes, sin
embargo, bajo ciertas circunstancias, los contaminantes son liberados y solubilizados en el
cuerpo de agua, volviéndolo mas téxico de lo que cabria esperar si solo se hacen analisis de [a
columna de agua. Las ventajas que presentan los embriones de pez cebra los vuelven
tremendamente Utiles para realizar analisis biologicos, parte fundamental de una evaluacion
ecotoxicolagica. Existen varias aproximaciones para evaluar biologicamente Ia calidad de los
sedimentos, siendo el bioensayo de contacto el que mejor reproduce la exposicion in situ de los
organismos a los contaminantes. Hoy en dia no existe un protocolo estandarizado de
bioensayo de contacto, lo que se debe, entre otros, al siguiente factor limitante: la declinacién
de oxigeno que se produce por la demanda bioldgica y/o quimica de [os sedimentos.
Circunscribiéndonos al caso de sedimentos contaminados con metales pesados, en este
trabajo se proponen y analizan dos variaciones al bicensayo de contacto clasico (BCC): un
bicensayo de contacto con un sistema de aireacién constante (SAC) y un bioensayo de
contacto con un minimo volumen de agua (MVA). Si bien ambos resuelven el problema de la
declinacién de oxigeno, permitiendo distinguir los efectos producidos por hipoxia de [os
producidos por toxicidad de metales pesados presentes en sedimentos, el MVA resulta mas
practico y facil de estandarizar. Se utilizé esta metodologfa para abordar un segundo aspecto a
considerar a la hora de evaluar un sistema acuatico: los cambios de pH. Aunque los cuerpos de
agua suelen mantenerse en un pH cercano al neutro o basico, pequefios cambios producidos
al verter contaminantes acidos, entre otros, pueden provocar un incremento de la solubilidad de
metales pesados presentes en los sedimentos, generando un aumento de su biodisponibilidad
en el cuerpo de agua. Se utilizé el bioensayo de contacto MVA con sedimentos expuestos a
medio acuatico con pH 7,0; pH 8,0 y pH 5,0. Los embriones se desarrollaron sin inconvenientes

dentro de estos limites de acidez, y aparentemente se produce un aumento minimo en la
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solubilidad de los metales dentro de este intervalo de pH, por lo que no se observaron

diferencias significativas.
ABSTRACT

In evaluating ecotoxicologic quality of an aquatic system it is necessary to include a
sediment matrix assessment. Sediments act as pollutant reservoirs, but under certain
circumstances, pollutants are released and dissolved in water system, making it more toxic than
if only water is assessed. The advantages of zebrafish embryos make them immensely useful
for biological assessments, which are fundamental for ecotoxicologic evaluation. There are
several approaches for evaluating the biological quality of sediments, being the confact
bioassay the one that better reproduces in sifu exposure of organisms to pollutants. There is still
no standardized protocol for contact bioassay, which is somewhat due to the following factors:
the low available oxygen due to the biological and/or chemical demand of sediments. Restricting
our consideration to heavy metal polluted sediments, we develop and test two classic contact
bioassay variations: a contact bioassay with a constant aeration system and a low water volume
contact bioassay. Even though both of them resolve the problem of decreasing available
oxygen, allowing distinctions between hypoxic effects and toxic effects of heavy metal polluted
sediments, the lower water volume contact bioassay is easier to standardize. This method was
used to asses another important aspect when evaluating the ecotoxicological quality of an
aquatic system: pH values. Although water bodies maintain a neutral to basic pH most of the
time, small changes produced by acid waste dumping could elevate the solubility of heavy
metals present in sediments, generating an unexpected toxicity in body water. Lower water
volume contact bioassay was used with sediments exposed to aquatic media at pH 7.0, pH 6.0
and pH 5.0. Embryos develop without any problems at these pH values, and apparently there is
just a small rise in heavy metals solubility within this pH interval, so no significant differences

were observed.
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L INTRODUCCION
1.1 Importancia de la evaluacién de calidad toxicolégica del recurso hidrico

Chile es un pais cuya riqueza se basa en la exportacién de materia prima. La
actividad minera es uno de sus principales motores econémicos, encontrandose
actividad extractiva de distintos metales y minerales de norte a sur en nuestro pais. El
procesamiento del material extraido requiere grandes cantidades de agua, lo que
ejerce fuertes presiones sobre este recurso. Debido a esto, se vuelve un tema de
extrema importancia no sélo la cantidad de agua disponible, sino también su calidad,
ya no sélo en el a&mbito del consumo y la salud humana (Normas Primarias), o en
funcién de su uso en actividades como la agricultura y ganaderia, sino también en
relacién a su importancia en relacién a la salud de la biota de la zona, es degcir,
respecto a la salud ecosistémica del lugar (Normas Secundarias). En respuesta a esta
creciente preocupacién, actualmente se encuentran en desarrollo las Normas
Secundarias de Calidad Ambiental para Aguas (Molina & Vila 2008; CONAMA 2004);
encontrandose en estado de elaboracién del proyecto definitivo las correspondientes a
las cuencas de 13 rios: Loa, Huasco, Elqui, Limari, Maipo-Mapocho, Aconcagua,
Cachapoal, Mataquito, Bio Bio, Villarrica, Aysén y Baker; en 11 Regiones: |, II, Il 1V, V,
VI, VII, VIII, IX, X! y Metropolitana (MMA 2012). Esto conlleva un avance sin
precedentes en materia ambiental en nuestro pals, sin embargo, dichas normas sélo
contemplan la calidad toxicolégica de la columna de agua, y no consideran los

sedimentos bajo ésta al evaluar los sistemas acuaticos.
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1.2 Importancia de la calidad de los sedimentos

La calidad toxicolégica de la matriz sedimentaria es muy relevante en los
cuerpos de agua, dado que ésta funciona como reservorio de contaminantes, y su
alteracién bajo variadas circunstancias, como: bioturbacién (agitacion o mezcla del
sedimento por actividad de organismos bentonicos), dragado de material u otras
actividades antropicas, eventos fluviométricos, o eventos quimicos que causen
adsorcién y posterior desorcién de contaminantes; pueden transformarla en una fuente
de contaminacién (Hallare et al. 2011; Rocha et al. 2011; Wolz et al. 2009; Wolz et al.

2008: Hollert et al. 2003; Chapman et al. 1998; Neumann et al. 1998).

Suspendida
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Figura 1. Movimiento de los sedimentos. La matriz sedimentaria es un sistema dinamico. Las
particulas son transportadas por el flujo acuatico, teniendo distinto movimiento vy
comportamiento segin su tamafio y naturaleza quimica. Figura modificada de
http://rusoares65.pbworks.com; Glossario "Geodinamica Externa e Risco Geologico”

Al hacerse un analisis toxicolégico considerando soélo la matriz acuatica,
probablemente se subestima la carga total de contaminantes presentes en el sistema

limnico. Actualmente existe evidencia de que la calidad toxicologica de la matriz




acuatica no refleja la calidad toxicologica del sistema total, y que es necesario evaluar

tanto la matriz acuatica como la sedimentaria (Rocha et al. 2011; Hallare et al. 2005).

Cuerpo de agua

-

Perturbacion Cambios en Actividad
Natural el caudal humana

Figura 2. Sedimentos como reservorio y fuente de contaminantes. Los sedimentos actian
como reservorio de contaminantes, pero pueden pasar a ser fuente de éstos al ser perturbados
por: A) Movimiento y excavacion de fauna benténica, B) Cambios pluviométricos, o C) Actividad
humana de construccion, dragado de material y/o descarga de residuos quimicos.

1.3 Analisis biolégicos (bioensayos) de matrices ambientales con modelo

vertebrado

Para evaluar el potencial riesgo que conlleva la contaminacién quimica para las
comunidades acuaticas, se recomienda utilizar analisis biolégicos, ademas de los
fisico-quimicos actualmente considerados. La ventaja proporcionada por los
bioensayos radica en su capacidad para mostrar los efectos sobre la biota de un
conjunto de contaminantes que no necesariamente se encuentran identificados,
reflejando las interacciones sinérgicas, sumatorias o anulatorias existentes entre ellos

(Rocha et al. 2011; Hallare et al. 2005).




Existen variados tipos de bioensayos para evaluar la calidad de sedimentos, en
los cuales se utiliza en su mayoria organismos invertebrados (Hallare et al. 2011;
Stesevic et al. 2007; Bat 2005; King et al. 2004; Wang et al. 2004; Steevens et al. 1998;

Traunspurger et al. 1997; Keddy et al. 1995).

{ a utilizacién de modelos vertebrados en bioensayos para evaluacion de agua,
es reciente. La primera aproximacion fue la realizacién de analisis de toxicidad aguda
con peces adultos, es decir, observando sélo la sobrevivencia de los peces. Debido a
problematicas tanto éticas como practicas respecto a su uso, recientemente se
recomienda su reemplazo por la observacién de puntos criticos en el desarrollo de
embriones, en los cuales los defectos observados en el desarrollo denotan efectos
subletales producidos por los contaminantes (Embry et al. 2010; Lammer et al. 2009;
Scholz et al. 2008; Wedekind et al. 2007). Esta nueva modalidad se denomina FET
test, fish embryo toxicity test (OECD 2006), y a pesar de existir fuertes argumentos que
la recomiendan como metodologia idonea para analizar, mediante un modelo
vertebrado, sustancias quimicas y contaminantes, aun se encuentra en desarrollo su

version definitiva y estandarizada (Scholz et al. 2008).
1.4 Bioensayos de contacto

Utilizando como base el FET test, se han desarrollado distintas aproximaciones
para determinar la ecotoxicidad de los sedimentos, utilizando diferentes extractos o
procesamientos de éstos. Los mayormente. utilizados son: extracto organico
(considerado como representativo del maximo potencial de contaminacion), extracto
acuoso, agua de poro (intersticial) y sedimento completo (Hollert et al. 2003; Burton

1991). Con el sedimento completo se realiza un “bicensayo de contacto”, cuya




aproximacion es [a que resulta mas similar a las condiciones de exposicion in situ de
los organismos a los contaminantes (Hallare et al. 2011; Keiter et al. 2010; Feiler et al.

2005; Hallare et al. 2005; Hollert et al. 2003).
1.5 Ventajas de los embriones de Danio rerio (Hamilton-Buchanan, 1822)

Este trabajo pretende aprovechar las ventajas que presenta el pez cebra, Danio
rerio, como modelo biolégico (corto tiempo generacional, transparencia de su huevo y
embrion, rapidez y sincronia temporal del desarrollo, amplio conocimiento de su
biologia) con el fin de aportar conocimiento que permita mejorar y estandarizar la

metodologia de bioensayo de contacto utilizada en la actualidad.
1.6 Aspectos clave de los bioensayos

Se ha descrito que este tipo de bioensayo presenta algunas restricciones,
siendo una de ellas la disminucion de la cantidad de oxigeno disponible por demanda
biolégica o quimica de los sedimentos. Esto afecta directamente la precision del
anélisis, pues la hipoxia genera efectos evidentes a nivel morfolégico. Se produce un
marcado retraso en el desarrollo de los embriones, lo que impide distinguir entre los
efectos producidos por falta de oxigeno versus los efectos producidos por toxicidad de
los contaminantes presentes en los sedimentos (Strecker et al. 2011; Kuster &

Altenburger 2008).

Como este trabajo se restringe al estudio de contaminacion relacionada a la
mineria, se analizaran los efectos producidos en el desarrollo de embriones por

sedimentos altamente contaminados por metales.




Se persigue poner especial énfasis en dos aspectos, a nuestro parecer

cruciales, del analisis bioldgico de sedimentos mediante bioensayo de contacto:

- Disminucién del oxigeno disponible: los efectos producidos por hipoxia no
pueden distinguirse de los producidos por contaminantes como los metales
pesados; por lo que es necesario enconirar una forma de compensar o
disminuir esta problematica.

- Cambios de pH: la bioaccesibilidad de metales pesados presentes en
sedimentos, se ve afectada por la acidez del medio acuatico; cambiando la

solubilidad de los metales a distintos pH.

Incorporando modificaciones en la metodologia original del bioensayo de
contacto (Keiter et al. 2010; Feiler et al. 2005; Hollert et al. 2003), se intenta aportar al
desarrollo de una metodologla integral para el anlisis toxicolégico de sedimentos de
aguas continentales, aprovechando un modelo biologico vertebrado mas sensible,

econdmico y rapido que los existentes.




Il HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 Hipodtesis

Tanto el oxigeno disponible como el pH, afectan la determinacion de efectos
subletales en embriones de pez cebra (Danio rerio), producidos por metales pesados

presentes en sedimentos.
2.2 Objetivo General

Proponer una nueva metodologia de bicensayo de contacto que permita evaluar
la toxicidad de sedimentos, producida por la presencia de metales pesados; reduciendo
los efectos de la hipoxia y evaluando el cambio en la bioaccesibilidad de los metales

producto de la variacién en el pH del medio liquido presente sobre los sedimentos.
2.3 Objetivos Especificos

2.3.1. Probar variaciones al bioensayo de contacto clasico que permitan
reducir los efectos tdxicos producidos por hipoxia, de manera que sean
observables, especificamente, los efectos producidos por metales pesados

bioaccesibles.

2.3.2. Determinar si valores moderadamente acidos de pH (del medio
acuoso) solubilizan los metales pesados presentes en los sedimentos, al
grado de producir diferencias significativas en el desarrollo de los

embriones.




1. MATERIALES Y METODOS

3.1 Obtencion de embriones

El vivero de peces del laboratorio se mantiene siguiendo las indicaciones
propuestas por Nisslein-Volhard & Dahm en 2002. Se tienen estanques de 30 L con
15 a 30 peces en cada uno. El sistema interconectado permite un recambio continuo
de agua a 28 £ 5 °C, la que es consecutivamente filtrada con papel corrugado, liberada
de amonio por accién bacteriana, y esterilizada con luz UV. Se monitorea diariamente
el pH y la conductividad, de forma que se mantenga un ambiente neutro (pH entre 6,8 y
7,5) y relativamente blando (conductividad entre 400 y 800 p3). Los peces se exponen
a un fotoperiodo de 14 horas de luz - 10 de oscuridad. Los adultos se alimentan dos

veces al dia con hojuelas secas TetraMin ®, y una vez al dia con nauplios de Artemia.

Se utilizan peces silvestres (wild-fype). Los embriones se colectan haciendo cruces
en cajas aisladas la tarde del dia anterior a la colecta. Luego de haber sido
alimentados con Arfemia, hembras y machos son ubicados en cada caja (en proporcién
2 a 1) y apartados mediante una separacion removible. Esta separacién se quita por la
mafiana, una vez que el ciclo de luz ha comenzado, para obtener embriones de la

misma edad (sincronizados).

fs 3.2 Lugar de muestreo

‘ Las muestras de sedimentos utilizadas fueron colectadas en un sitio con
antecedentes de contaminacién por metales pesados, relacionada a la actividad minera

(Figura 3).

-




Producto del terremoto del 27 de febrero del 2010, se produjo un derrame de
relaves del tranque de la mina de oro Las Palmas de Tapihue (inactiva), ubicada al

noreste de Pencahue, en la provincia de Talca, VII Regién del Maule.

Aledafio al tranque se encuentra el estero Los Ladrones. El depésito del tranque
siguio el cauce de este estero tras el colapso de la estructura. Se recolecté sedimento

en dicho estero, en un punto directamente afectado por el derrumbe.

Figura 3. Ubicacion geografica del muestreo de sedimentos. A) Mina de oro Las Palmas de
Tapihue; zona central de Chile. B) Tranque de relaves de Mina Las Palmas, disposicion anterior
al terremoto. C) Derrame del tranque producto del terremoto del 27/02/10. La estrella marca el
punto de muestreo. D) Punto de muestreo: estero Los Ladrones.
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3.3 Recoleccion de muestras y procesamiento de éstas

Se realizaron dos muestreos, uno en otofio (muestra utilizada en los experimentos
de optimizacién); y otro en primavera (muestra utilizada en los experimentos con

distintos valores de pH).

Los sedimentos fueron colectados en frascos plasticos (polietiieno de alta
densidad) de 600 mL, prelavados con jabdn neutro en primera instancia, enjuagados
con agua potable, posteriormente remojados en solucion de &cido nitrico 1 M (pH 2.0)

por 24 h, y finalmente enjuagados 5 veces con agua destilada (hasta obtener

conductividad 0 uS).

Se colectaron los sedimentos cercanos a la superficie (0 — 5 cm de profundidad).
Se transportaron a 4° C hasta Santiago, donde fueron secados a temperatura ambiente
y luego tamizados (Figura 4) hasta obtener la fraccion fina (63 um), pues se ha
documentado que los metales pesados se adhieren mayormente a particulas pequefias
(arcillas), por la carga negativa que éstas presentan en la superficie, como también
debido a la gran area superficial que poseen respecto a su volumen, lo que las vuelve
altamente reactivas, pudiendo intercambiar iones con los metales pesados (Golterman

et al. 1983; McBride 1994).

Figura 4. Tamizado de los sedimentos. Los sedimentos son secados a temperatura ambiente
y luego tamizados para obtener la fraccién fina (particulas de tamafio < a 0,063 mm). A) Tamiz
estandarizado. B) Tamiz de 2 mm. C) Tamiz de 0,063 mm.
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Cabe destacar que, al utilizar sélo la porcion fina de [os sedimentos; de la muestra
tomada en terreno, en nuestro caso sélo quedd disponible para su utilizacion un 10%

del peso inicial muestreado, iras su procesamiento.

3.4 Observaciones en terreno

Se anotaron las condiciones climaticas del dia de muestreo, el aspecto de la
columna de agua sobre los sedimentos y el aspecto de los sedimentos. Se midid pH in
situ (medido por bandas indicadoras de pH en el primer muestreo, y con pHmetro en el
segundo), y se agregé la medicién de conductividad en el dltimo (ver Tablas S1, S2, S3

y S4 en el Anexo).

3.5 Medicién de parametros quimicos en laboratorio

Se midi6 el pH y la conductividad de sedimentos y polvo de cuarzo, luego de ser
procesados. También se calculé la demanda bioquimica de oxigeno de sedimentos y
polvo de cuarzo (Tabla 3). El consumo de oxigeno se calculdé midiendo la diferencia
entre la cantidad de oxigeno presente en el medio acuoso (ddH,0O) en un momento
inicial y 24 hr después, a 28 °C, en vasos de precipitado de 50 mL tapados con

parafilm, siguiendo la proporcién 3:7 sedimentos:liquido (ver Tabla S5 en el Anexo).
3.6 Analisis quimico de metales pesados presentes en sedimentos

Se analizaron 6 metales: Cadmio, Cobre, Cromo, Niquel, Fierro y Plomo, en el
Laboratorio de Quimica Orgénica y Ambiental de la Facultad de Ciencias de la
Universidad de Chile. Se determind la fraccidn labil, es decir, la fraccién que pasa
facilmente al medio acuoso, de cada metal (digestion con acido débil: acido acético) y
su concentracion total en el sedimento (digestion &cida con aplicacion de microondas),

utilizando el primer y cuarto paso, respectivamente, de la técnica de especiacion
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descrita por Ure et al., en 1993, utilizando Espectrofotémetro de absorcién atomica,

con atomizacién por llama (Shimatsu) (ver Tabla S6 en el Anexo).
3.7 Analisis bioldgico de sedimentos

Con base en la metodologia de bicensayo de contacto clasico (Keiter et al. 2010;
Feiler et al. 2005; Hollert et al. 2003), se incorporaron varias modificaciones con el fin
de observar un mayor nimero de caracteristicas correspondientes a cada estadio de
desarrollo, contrarrestar los efectos causados por baja disponibilidad de oxigeno y
optimizar la utilizacién de sedimentos, aumentando el n de embriones/larvas por pocillo

(cada pocillo es una réplica).

En la metodologia original, se disponen 5 embriones por pocillo, sin embargo, en
este trabajo se aumentd el nimero de embriones por pocillo a 15, con el fin de evitar
que la muerte de 1 embrién por pocillo, invalidara el experimento por anulacion de
controles; ya que se consideraron solo los ensayos cuyos controles tuvieran una

sobrevivencia mayor al 80%.

Un embrién se desarrolla en perfectas condiciones al disponer de 1 mL de medio
acuoso cada 5-10 embriones (Kimmel et al. 1995) y 0,5 mg/L de oxigeno como minimo
(Hollert et al. 2003), aunque otras fuentes recomiendan que el medio acuatico posea

2,5 mg/L de oxigeno disuelto o mas (USEPA 1994; ASTM 1995).

En todos los experimentos, se utilizaron placas de 6 pocillos, con 15 embriones de
3-5 horas post fertilizacién (hpf) en cada pocillo, incubados con un régimen semi-
estatico (cambio de medio acuoso y sedimento cada 24 horas). Para efectos practicos,
se llamara “embriones” a los individuos de 24 hpf; y se llamara “larvas” a los individuos

de 48 hpf o mas.
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En todos los casos, se utilizé E; (Embryo Medium 3: 286,6 mg/L NaCl, 12,6 mg/L
KCI, 48,4 mg/L CaCl,2H,0, 81,6 mg/L MgS0O,:7H,O, pH = 7,00) como medio de

control negativo, y ddH,O (agua bidestilada) en los pocillos con sedimento.

El polvo de cuarzo utilizado como control negativo de sedimentos, no era de nivel
analitico, por lo que fue lavado repetidas veces (entre 6 y 8) con agua bidestilada, para
eliminar minerales distintos al deseado. Como en este proceso se pierde gran cantidad

de material, se decidid utilizar sin tamizar, pues venia en un tamarfio (75 um) levemente

mayor al ideal (63 um).

Para poder observar con claridad y fotografiar a los embriones y larvas, éstos(as)
fueron anestesiados con tricaina (éster etilico del acido 3-aminobenzoico, Sigma
Chemicals Co.) al 0,003%, a pH 7 (Westerfield 1994). Después de cada observacion,
los embriones, aun anestesiados, fueron eutanasiados por congelamiento vy
posteriormente descartados. Los embriones fueron decorionados y observados a las
24, 48 y 72 hpf en los experimentos de optimizacion, y observados ademas a las 96 hpf

en los experimentos de distintos valores de pH.

Figura 5. Montaje de los bioensayos de contacto. A) En cada pocillo se disponen 3 g de
sedimento seco y procesado (particulas de tamafno < a 0,063 mm). B) Embriones en cada
pocillo (10 en la foto, cada uno apuntado por una punta de flecha), incubados con un régimen
semi-estatico. C) Apariencia de las placas tratamiento (arriba) versus los controles (abajo).
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3.7.1. Experimentos de optimizacién

Se realizaron tres tipos de bioensayo:

3.7.1.1.

3.7.1.2.

3.7.1.3.

“Bioensayo de contacto clasico” (BCC): se utilizaron 7,00 mL de E; en los
controles negativos; y se utilizaron 7,00 mL de ddH,O sobre 3,00 g de polvo
de cuarzo (control negativo de sedimentos), y 7,00 mL de ddH,0O sobre 3,00
g de sedimento de prueba.

Bioensayo de contacto con “Sistema de Aireacion Constante” (SAC): se
utilizaron las mismas proporciones medio acuosofsedimento que en el
bioensayo clasico. Utilizando bombas de aire de poca presién (0,009 mPa, 2
L/min, Boyu ®, modelo SE-312), y una red de conductos, se aire6 cada uno
de los pocillos, en proporciéon de 2 placas por bomba. Se reguld la presion
de aire a través de la red, de forma que se produjera circulacién de agua en
cada pocillo producto de la aireacion, pero no burbujeo.

Bioensayo de contacto con “Minimo Volumen de Agua® (MVA). En las
placas con 3,00 g de polvo de cuarzo/sedimento, sélo se agregaron 3,5 mL
de ddH20, de forma que el volumen de agua apenas sobrepasara la altura
de los embriones dentro de su corion. Para garantizar que todos los
embriones/larvas quedaran a la misma altura, se utilizaron insertos plasticos
de 24mm de diametro, con fondo de malla de 500 pm (Costar ® #3480). En
los controles se utilizaron 4,5 mL de E3 (remplazando el volumen de polvo

de cuarzofsedimentos, por medio acuatico).
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Bioensayo de

Contacto Clasico

Bioensayo de Contacto 7 ml agua Bioensayo de Contacto
con Sistema de Aireacion 3 g sedimento con Menor Volumen de

Constante Agua

(SAC) (MVA)

- -
7 ml agua 3,5 ml agua
3 g sedimento 3 g sedimento

Figura 6. Esquema de ensayos de optimizacion. Arriba: Bioensayo de contacto clasico
(BCC). lzquierda: Bioensayo de contacto con sistema de aireacién constante (SAC). Para
garantizar que los embriones obtengan oxigeno suficiente para su desarrollo normal, se airea
cada pocillo a través de una red de conductos conectados a una bomba de aire de baja presion.
Derecha: Bioensayo de contacto con minimo volumen de agua (MVA). Para garantizar que los
embriones obtengan oxigeno suficiente para su desarrollo normal, se les permite obtenerlo
directamente desde la atmésfera, al disminuir el volumen de agua hasta el nivel en que apenas
sobrepasen la altura del embrién dentro del corion, facilitando asi su difusion.

Figura 7. Montaje de los experimentos de optimizacién. lzquierda: Bioensayo de contacto
con sistema de aireaciéon constante (SAC). Se observa la red de conductos. Derecha:
Bioensayo de contacto con minimo volumen de agua (MVA). Se observan los insertos.
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Los bioensayos de contacto SAC se realizaron en un sector aislado del vivero del
laboratorio, a 26 °C, con ciclo de luz-oscuridad de 14 - 10 h. En el caso de los
bioensayos de contacto MVA, fueron realizados en un incubador a 28 °C, con el mismo
ciclo de luz-oscuridad. Como la temperatura es un factor determinante de la velocidad
de desarrollo, y la diferencia en 2 °C ralentiza el proceso; los bioensayos de contacto
SAC fueron evaluados un par de horas mas tarde que lo comespondiente a los estadios
de observacion (26 hpf; 50 hpf; 74 hpf) de forma de hacer comparables los resuitados

con los bioensayos BCC y MVA,

3.7.2. Caracteristicas observadas en los experimenios de optimizacion

Se escogieron las caracteristicas que permiten determinar si existe o no atraso en
el desarrollo de los embriones y larvas (Tabla 1). También se determind la

sobrevivencia (con el fin de determinar si el experimento era vélido o no) y la eclosion.

El movimiento de los embriones cambia drasticamente durante las primeras etapas
de su desarrollo. Dentro del corion, los recién formados somitos del embrion se
contraen al producirse la conexion con las motoneuronas, provocando contorsiones
espontaneas de los embriones dentro de su eje. Estos movimientos son fundamentales
para el éxito de la eclosién, que se produce entre las 48 hpf y 72 hpf (Kimmel et al.
1995). Una vez eclosionados, los embriones pasan a ser larvas (nadan libremente),
dejan de retorcerse y empiezan a nadar, aunque suelen quedarse inméviles en el
fondo o en los bordes del recipiente donde se encuentren, y sélo nadan al reaccionar al

contacto de un objeto u otra larva (Kimmel et al. 1995). Debido a esto, se dividié el

movimiento de los embriones observados en dos categorfas: movimiento espontéaneo
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(contorsiones, dentro del corion) y movimiento en respuesta a estimulo mecanico

(natacion, larvas libres).

14 hpf 16 hpf 18 hpf 20hpf 22hpf 25hpf 31 hpf 36 hpf 42 hpf 48 hpf 60 hpf 72 hpf

ST rRLT
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Figura 8. Desarrollo y extensién de la notocorda del embrién. El embrién comienza su
desarrollo alrededor del saco vitelino, y se mantiene enrollado en su contorno hasta tas 12 hpf
aproximadamente. A partir de las 16 hpf el tronco del embrion empieza a extenderse y
gradualmente separarse del saco vitelino. Desde las 48 hpf en adelante, se puede cobservar la
notocorda totalmente extendida en linea recta. Barra de referencia: 200 pm. Figura modificada
de Kimme! et al. 1995.

Tabla 1. Caracteristicas observadas en los experimentos de optimizacién. Estos rasgos

(exceptuando sobrevivencia y eclosion) permiten determinar el estadio del individuo, y por ende,
observar si existe atraso en su desarrollo.

24 hpf 48 hpf 72 hpf
Sobrevivencia Sobrevivencia Sobrevivencia
- Eclosicn Eclosion

Limite cerebro medio-

Extension de la

Longitud de aletas

posterior (MHB) notocorda pectorales
Numero de somitos Pigmentacién Pigmentacion
(post-extension vitelo) 9 g
Forma del Forma del Forma del
saco vitelino saco vitelino saco vitelino
Movimiento Movimiento Movimiento

Angulo cabeza-tronco
(HTA) ~70°

Angulo cabeza-tronco
(HTA) ~135°

Angulo cabeza-tronco
(HTA) -155°
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Figura 9. Formaciéon de MHB, somitos y aletas pectorales. A) Embrién de 24 hpf. MHB:
(midbrain-hindbrain boundary) = limite entre cerebro medio y posterior. Somitos: El nimero de
somitos desarrollados post-extension del vitelo, es muy util para determinar el estadio en la
etapa temprana del desarrollo del embrién, pues se forma un somito cada media hora,
aproximadamente (Kimmel et al. 1995). Barra de referencia; 200 um. Figura modificada de
Kimmel et al. 1995. B) Larva de 48 hpf, vista dorsal. La larva posee primordios de aletas
pectorales, sin embargo, son muy dificiles de observar. Barra de referencia: 500 um. C) Larva
de 72 hpf, vista dorsal. El desarrollo de las aletas pectorales es evidente, pues se encuentran
extendidas y funcionales (flechas). Barra de referencia: 500 um.

24 hpf

r I ITiR

1,5
| B — rmrmmeme

: £
A AR

=

. B YE/YB =15
‘ C : 72 hpf
S, g [T Ve e N

YE = embudo

Figura 10. Desarrollo del saco vitelino. YE (yolk extension) = extension del vitelo; YB
(yolk ball) = saco vitelino. A) Embrién de 24 hpf. El saco vitelino (YB) es practicamente
esfeérico con una extension (YE) a lo largo de la cola, de longitud similar al diametro del YB. B)
Larva de 48 hpf. El YB ha disminuido de tamarfio en 1/3. La YB tiene una longitud equivalente
a 1,5 veces el diametro del YB. C) Larva de 72 hpf. El tamafio del YB ha disminuido a la mitad
y tiene forma ovalada. La forma de la YE asemeja un cono. Barra de referencia: 200 um.

L
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Figura 11. Pigmentacion. El patron de pigmentacién alcanza su configuracion definitiva en Ia
adultez. A) Embrién de 24 hpf. Practicamente transparente. B) Larva de 48 hpf. Se observan
melanoforos sobre el saco vitelino, cabeza y aleta caudal. C) Larva de 72 hpf. La mayoria de
los melanéforos ha migrado hacia dorsal y ventral, quedando unos pocos sobre el saco vitelino.
Se observa la formacion de la linea lateral de melandforos (sobre la notocorda). Barra de
referencia: 500 pm.

Esquema “reloj” 24 hpf 48 hpf 72 hpf

Figura 12. HTA (head-trunk angle) = angulo cabeza-tronco. Este angulo permite determinar
el estadio aparente de embriones y larvas al superponer al individuo sobre un reloj (esquema de
la izquierda). Barra de referencia: 200 um. Figuras modificadas de Kimmel et al. 1995.
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3.7.3. Experimentos en valores puntuales de pH

Utilizando la metodologia de bioensayos de contacto MVA, y utilizando los
sedimentos del punto “Después del Derrame-Octubre” (DD-Oct), se expuso a los
embriones y larvas a medio acuoso (Es en los controles, ddH,O en tratamiento con
sedimento contaminado) en valores crecientes de acidez: pH =7,0; pH =60y pH =

5,0.

Para esto, se ajusté el pH del medio acuoso, luego se mezcld con los
sedimentos (en el caso de los tratamientos) en las placas del experimento,
posteriormente se dejé las placas decantando y temperando, de forma previa al

montaje de los embriones en ellas.

El pH del medio acuoso se ajustd utilizando HCI 1M en botellas de vidrio de 50
mk con E; o ddH,O. Diariamente, y previamente al cambio de medio y sedimentos,

se verifico que el pH se mantuviera en el valor de pH deseado £0,2.

3.7.4. Caracteristicas observadas en los experimenios en valores puntuales de pH

Se incluyeron estructuras y caracteristicas adicionales a observar, que no estan
contenidas en el bicensayo de contacto original (Clasico) descrito en la literatura
(Rocha et al. 2011; Hallare et al. 2005; Hollert et al. 2003). El total de

caracteristicas observadas se describen en la Tabla 2.
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Tabla 2. Caracteristicas observadas en los experimentos con valores puntuales de pH.

24 hpf 438 hpf 72 hpf 96 hpf
Sobrevivencia Sobrevivencia Sobrevivencia Sobrevivencia
- Eclosion Eclosion Eclosion
LImite cerebro medio- ) ) _
posterior (MHB)
Somitos (post- 3 )

extension vitelo)

Forma del Corazon

Forma del Corazon

Forma del Corazdn

Frecuencia cardiaca

Frecuencia cardiaca

Frecuencia cardiaca

Ojo Ojo Ojo Ojo
Capsula ética Capsula dtica Capsula ética Capsula ética
) Extension de la Extensién de la Extension de la
Notocorda Notocorda Notocorda
- Pigmentacion Pigmentacién Pigmentacion
Forma del Forma del Forma del Forma del
Saco vitelino Saco vitelino Saco vitelino Saco vitelino

Edema [presencia]

Edema [presencia]

Edema [presencia]

Edema [presenciaj

Aletas pectorales

Aletas pectorales

- - Aleta caudal Aleta caudal
_ Circulacion Circulacion Circulacion
sanguinea sanguinea sanguinea

Movimiento
esponténeo

Respuesta a
estimulo mecanico

Respuesta a
astimulo mecanico

Respuesta a
estimulo mecanico

Mandibula

Mandibula

Vejiga natatoria

Angulo cabeza-tronco
(HTA) ~70°

Angulo cabeza-tronco
(HTA) -135°

Angulo cabeza-tronco
(HTA) ~155°

Angulo cabeza-tronco
(HTA) -180°
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3.8 Andlisis estadistico

Se utilizé estadistica no paramétrica para analizar todos los experimentos,
realizando tests de intervalos Kruskal-Wallis para detectar diferencias entre los grupos,
y test de Dunn a posteriori para identificar los grupos desiguales (programa GraphPad

Prism 5).
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IV. RESULTADOS

4.1 Observaciones en terreno
4.1.1 Primer muestreo (16/03/11)
El agua sobre ambos puntos donde se tomaron los sedimentos es transparente y
tiene pH neutro (ver Tabla S$1 y Tabla S2 en el Anexo). Ambos cursos de agua son

intermitentes y se encuentran interrumpidos por sequia estival.

4.1.2 Segundo muestreo (20/10/11)

El agua sobre ambos puntos donde se tomaron los sedimentos es transparente y
tiene pH neutro (ver Tabla 83 y Tabla S4 en el Anexo). Se observa presencia de
mayor cantidad de vegetacion riberefia y de fondo aguas arriba del punto de derrame

del Tranque de Relaves.

4.2 Medicién de variables quimicas en laboratorio

Tabla 3. Variables quimicas medidas.

pH Conductividad | Declinacion
(uS/cm) de O, (mg/L)
E; 6,86 832 -
Polvo de Cuarzo 7,68 733 4,53
Sedimentos 6,84 430 1,85

El pH del polvo de cuarzo es ligeramente mas alcalino que el de los sedimentos y el

medio de incubacién E; (Tabla 3).

La conductividad de los sedimentos es menor a la del medio de incubacién E; y el

polvo de cuarzo (Tabla 3).
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La declinacién de oxigeno del polvo de cuarzo es mas del doble de la ocurrida en

los sedimentos (Tabla 3).

4.3 Analisis quimico de metales presentes en sedimentos

Los resultados para las mediciones de los metales Cromo y Niquel se encuentran

por debajo del limite de deteccion (ver Tabla S5 en el Anexo).

Se considera el punto “Aguas Arriba” como representante de las concentraciones

de metales naturales de la zona (punto no afectado por derrame de relaves).

No se observan diferencias entre las concentraciones de metales encontradas en la
muestra del punto de derrame del tranque de relaves al finalizar la época seca (marzo)

y la muestra tomada posteriormente a la época lluviosa (octubre) (Figura 13).
4.3.1 Concentracion de metales (Total y Labil)

La concentracién total de Cd, Cu y Pb es notoriamente mayor en el punto de
derrame del tranque de relaves en relacion al punto “Aguas Arriba” (Figura 13-A, 13-B

y 13-D). La concentracion total de Fe es similar en ambos puntos (Figura 13-C).

La concentracion de Pb labil es notoriamente mayor en el punto de derrame del
tranque en relacién al punto “Aguas Arriba” (Figura 13-D). La concentracién de Cu labil
también es mayor en el punto de derrame del tranque (Figura 13-B). La concentracion

de Cd y Fe labil es relativamente similar en ambos puntos (Figura 13-A y 13-C).
4.3.2 Proporcion del metal Labil respecto al Total

La proporcion de Cd que se solubiliza facilmente es mayor en el punto no

contaminado. La proporcién de Cu y Fe que se solubiliza facilmente es similar en
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ambos puntos; siendo de alrededor de un 10% en el caso del Fe, y de alrededor del
30% en el caso del Cobre. La proporcién de Pb que se solubiliza faciimente es

notoriamente mayor en el punto del derrame del tranque.

A Cadmio B Cobre

B Total El Total

120+ B Labil 1600+ B Labil
g 1004 g
£ w g
_3 -8 1000+
i 60 ‘i 800
e I~
4004
Q 204 o 2004
- 0-

AA-Mar AD-Mar AD-Oct AA-Mar AD-Mar AD-Oct
c Hierro D Plomo

R Total Bl Total

35000+ Bl Labil 8000+ B Labil
— 30000 & 7000+
2 s § =
§ 00001 §
j e
g 100007 g e
© 5000 © 1000
0- o4

AA-Mar AD-Mar AD-Oct AA-Mar AD-Mar AD-Oct

Figura 13. Concentracion de metal encontrada en los sedimentos de los puntos de
muestreo: “Aguas Antes del Derrame-Marzo” (AA-Mar), “Aguas Después del Derrame-
Marzo” (AD-Mar) y “Aguas Después del Derrame-Octubre” (AD-Oct). Se observa que
practicamente no existe diferencia entre los muestreos de sedimento a diferentes tiempos. A)
Cadmio. La cantidad de Cd total encontrada en los sedimentos del punto del derrame del
tranque es 5 veces mayor a la encontrada naturalmente; sin embargo, la cantidad de Cd labil es
similar en ambos casos. B) Cobre. La cantidad de Cu es mayor en el punto contaminado, tanto
en la cantidad de metal total como en la cantidad labil. C) Hierro. Se encuentra la misma
cantidad de Fe en el punto contaminado y naturalmente. La proporcion de Fe labil es
ligeramente mayor en el punto de contaminacién por el tranque de relaves. D) Plomo.
Practicamente no se encuentra este metal naturalmente, encontrandose una cantidad 75 veces
mayor en el punto del derrame del tranque.
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A % Cadmio B % Cobre

100+ 100+

80- 80-

€0

Porcentaje Cd Labil del Total (%)

AA-Mar AD-Mar AD-Oct

Porcentaje Cu Labil del Total (%)

C % Hierro D % Plomo

80~
604
40-

204

e
AA-Mar AD-Mar AD-Oct

Porcentaje Fe Labil del Totat (%)
Porcentaje Pb Labil del Total (%)

AA-Mar AD-Mar AD-Oct

Figura 14. Proporcién de la cantidad total de metal que se solubiliza facilmente (fraccién
labil). Se observa que practicamente no existe diferencia entre los puntos “Tranque-Marzo" y
“Tranque-Octubre”. A) Cadmio. La proporcion de Cd que se solubiliza faciimente respecto al
total es mayor en el punto no contaminado. B) Cobre. La proporcién de Cu que se solubiliza
facilmente es ligeramente mayor en el punto no contaminado. C) Hierro. Practicamente no se
encuentra Fe soluble naturalmente. La proporcion labil en el punto contaminado es alrededor
del 10%. D) Plomo, Sélo un 10% del Pb encontrado naturalmente se solubiliza facilmente;
mientras que en el punto del derrame, se encuentra alrededor de un 40% de Pb labil.

4.3.3 Diagramas de distribucion de especies en funcion del pH

A valores de pH 7, 6 y 5, los metales se encuentran en distintas formas, en
distinta proporcién cada una (Figura 15). El Cd se encuentra en las formas Ccd”,
CdOH*, Cd,OH* y Cd(OH).. El Cu se encuentra como Cu®*, CUOH" y Cu(OH).. El Fe
se encuentra como Fe?*, FeOH y Fe(OH),. El Pb se encuentra en las formas Pb?,

PbOH", Pb(OH), y HPbO™.
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Figura 15. Diagramas de distribucion de especies de cada metal en funcién del pH. El
recuadro rojo encierra las formas encontradas en los valores puntuales de pH utilizados (pH =
7, pH = 6 y pH = 5). A) Cadmio. El Cd se encuentra en las formas: Cd**, CdOH*, Cd,OH™, y
una muy pequefia fraccion como Cd(OH),; entre los valores de pH 5 y 7. En los rectangulos se
encuentra el logaritmo correspondiente a la concentracion de Cd encontrada en cada punto. B)
Cobre. El Cu se encuentra en las formas: Cu®*, CUOH" y Cu(OH),; entre los valores de pH 5 y
7. En el rectangulo se encuentra el logaritmo de la concentracion de Cu encontrada
naturalmente. El logaritmo correspondiente a la concentracion de Cu encontrada en el punto de
derrame tiene valor positivo, indicando que se encuentra como Cu(OH); (insoluble). C) Hierro.
El Fe se encuentra en las formas: Fe**, FeOH y una muy pequefa fraccion como Fe(OH),; entre
los valores de pH 5 y 7. El logaritmo de la de la concentracién de Fe encontrada en todos los
puntos tiene valor positivo, indicando que se encuentra como Fe(OH); (insoluble). D) Plomo. El
Pb se encuentra en las formas: Pb®*, PbOH", Pb(OH),, y una muy pequefia fraccién como
HPbO>,; entre los valores de pH 5y 7. En el rectangulo se encuentra el logaritmo de la
concentracion de Pb encontrada naturalmente. El logaritmo de la de la concentracion de Pb
encontrada en el punto de derrame tiene valor positivo, indicando que se encuentra como
Pb(OH); (insoluble).




4.4 Andlisis biologico de sedimentos

4.4.1 Ensayos de optimizacion

Tabla 1. Observaciones consideradas normales y

analizadas en los ensayos de optimizacién.
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anormales de las caracteristicas

Caracteristica
del Normal Andémalo
individuo
Sobrevivencia o
(por pocillo) Mayor a un 90% Menor a un 90%
Eclosion 48 hpf. aprox. 40% 48 hpf: distinto a 40%
(por pocillo) 72 hpf: aprox. 80% 72 hpf: distinto a 80%
MHB 24 hpf: Limite definido Limite poco claro o indefinido

Somitos (post-
extension dal vitelo)

24 hpf. 10 somitos

24 hpf: menos de 8 somitos

Extension de la

Extensién progresiva hasta

Extensién incompleta; lordosis,

72 hpf:~155°

notocorda alcanzar la horizontalidad cifosis y escoliosis
. . 48 y 72 hpf: ausencia de
Pigmentacidn iglg:nzehf;. melanocitos de melanoccitos; melanocitos de
g color gris
Vitelo de forma esférica Deformado o descontinuado
Forma del que disminuye de tamario por presencia de edemas;
saco vitelino progresivamente; acumulacion de sangre;
transparente coagulacién (opaco)
24 hpf; Contorsiones a lo ?nfnﬁg Sﬁléﬁ;s;oge;saﬁ:;
largo del sje longitudinal torsion d 't I 9
(twisting) cada 10 seg. contorsion durante fa
minimo observacion
Mowmiento | 4s y 72 o Nado epico al | 5% 2 (B CEC2 RO, P
ggggﬁ:g:ggt?gstg? entrar en contacto con otras
. larvas o frente a estimulo
estimulo mecénico mecanico
24 hpf. ~70° Menor en ~30° al angulo
HTA 48 hpf: ~135° correspondiente al estadio de

observacion
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4.4 1.1 Estadio aparente

Utilizando el BCC, se observa que los embriones y larvas expuestos(as) a
sedimentos no logran desarrollarse normalmente (Figuras 16 y 17) y no superan el
estadio de 48 hpf, siendo este retraso en la edad aparente estadisticamente distinta a
los controles en todo estadio de observado (Figura 17). Utilizando el SAC, no existe
diferencia en la tasa de desarrollo entre embriones y larvas control, versus tratados(as)
(todos superan el estadio de 48 hpf). En el caso del MVA, sdlo se observa una
diferencia significativa en la edad aparente de los embriones y larvas control versus
tratados(as) en el estadio de 72 hpf; no obstante, estos también superan el estadio de

48 hpf.

Figura 16. Estadio aparente de embriones de 24 h incubados en el bioensayo de
contacto clasico (BCC). A) Embrion control (24 hpf). B) Embrién expuesto a sedimentos. Las
estructuras del ojo y del cerebro recién se estan formando; la notocorda no se encuentra
extendida alin y sélo se han formado 5 somitos post-extension del vitelo. Estadio aparente: 20
hpf.
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A Estadio Aparente = Estadio Aparente
(BCC) (SAC)
= 721

3 E
1 o 907
g g 48+ =
2 o =
o o =
- = 244 g |
3 b = g
u & ME =

0= =

24 48 72 24 48 72
Estadio de observacion (hpf) Estadio de observacion (hpf)
Estadio Aparente
C (MVA)
ti*

E 72_ | —
=
g %
:
& 36
.E 24 = E3 Control
B 12- E BB Cuarzo
- n = B Sedimento

24 48 72

Estadio de observacion (hpf)

Figura 17. Estadio aparente de los embriones incubados en cada bioensayo. A)
Bioensayo de Contacto Clasico (BCC): Se observa un atraso significativo en el desarrollo de
los embriones expuestos a los sedimentos en comparacion con los controles, en cada estadio
de observacion. Los embriones expuestos a los sedimentos no superan el estadio de 48 hpf.
Ademas se observa una diferencia en el estadio aparente de los embriones expuestos a polvo
de cuarzo respecto a los controles a partir de las 48 hpf, sin embargo, a las 72 hpf esta
diferencia no es estadisticamente significativa. B) Sistema de Aireacion Constante (SAC): No
existe diferencia significativa en el estadio aparente de los embriones. C) Minimo Volumen de
Agua (MVA): Sélo a las 72 hpf se observa un atraso significativo en el desarrollo de los
embriones expuestos a sedimentos, los que sin embargo, superan el estadio de 48 hpf. Los
embriones expuestos a polvo de cuarzo no presentan diferencia respecto a los controles.

*p=0,05 *p=0,01, ** p=0,001
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4.4 1.2 Sobrevivencia

No se observa diferencia significativa en la sobrevivencia de los embriones, ni entre
tratamientos (polvo de cuarzo o sedimentos), ni entre los distintos tipos de bioensayo;
exceptuando la menor sobrevivencia de embriones expuestos a polvo de cuarzo en el
SAC, en el estadio de 72 hpf (Figuras 18 y 19). Cabe destacar que, a pesar de no ser
diferencias significativas respecto a los controles, en el SAC sobrevive alrededor del
70% de los embriones expuestos a polvo de cuarzo o sedimentos, mientras que en el

MVA, sobrevive mas del 90% de los embriones expuestos a estas mismas condiciones.

Figura 18. Muerte de los embriones. Es bastante facil identificar los embriones que han
muerto, pues dejan de ser transparentes. A) Incluso si el corion esta cubierto de particulas de
sedimento, es posible identificar los embriones que no han sobrevivido (circulos). B) Los
embriones muertos se vuelven opacos al ir descomponiéndose.
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A Sobrevivencia B Sobrevivencia
(BCC) (SAC)
120-

g = g

1 - =

: £ :

2z — 2

3 £ 3

B = 5

A = @

24 48 72 24 48
Estadio de observacion (hpf) Estadio de observacion (hpf)
C Sobrevivencia
(MVA)
120+

2 -

= =

H =

g s E3 Control

E B Cuarzo
= Bl Sedimento

24 48 72

Estadio de observacion (hpf)

Figura 19. Sobrevivencia de los embriones incubados en cada bioensayo. A) Bioensayo
de Contacto Clasico (BCC): Aunque el promedio de embriones sobrevivientes expuestos a
polvo de cuarzo y sedimentos parece diferir de los controles a las 72 hpf, los analisis
estadisticos no son concluyentes. B) Sistema de Aireacion Constante (SAC): Solo a las 72
hpf se observa una diferencia significativa en la sobrevivencia de embriones expuestos a polvo
de cuarzo respecto a los controles. La diferencia entre el promedio de embriones sobrevivientes
expuestos a sedimentos y los controles no es significativa. C) Minimo Volumen de Agua
(MVA): No existe diferencia significativa en la sobrevivencia de los embriones.

*p<0,05
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4.4.1.3 Eclosién

En términos generales, se observan diferencias significativas entre los distintos
tratamientos y los distintos bioensayos (Figuras 20 y 21). Utilizando el BCC, ninguno de
los embriones expuestos a sedimentos eclosiona, sin embargo, esta diferencia sélo es
significativa en el estadio de 72 hpf. Utilizando el SAC, alrededor de un 20% de los
embriones expuestos a sedimentos logra eclosionar en el estadio de 72 hpf. Por otra
parte, llama la atencién que a las 48 hpf practicamente todos los embriones expuestos
a polvo de cuarzo han eclosionado. Utilizando el MVA también pareciera que los
embriones expuestos a polvo de cuarzo eclosionaran antes que los controles, sin
embargo esta diferencia no es significativa. Respecto a los embriones expuestos a
sedimentos, se observa que en el estadio de 48 hpf ha eclosionado una proporcion
similar a la de los controles; y luego en el estadio de 72 hpf, alrededor de la mitad de
los embriones nada libremente, siendo esta proporcién solo diferente a la de los

embriones expuestos a polvo de cuarzo.

Figura 20. Apariencia de embriones de 30 h, dentro de su corion. A) Embriones control. B)
Embriones expuestos a polvo de cuarzo. C) Embriones expuestos a sedimentos.
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Figura 21. Eclosion de los embriones incubados en cada bioensayo. A) Bioensayo de
Contacto Clasico (BCC): Aunque ningln embridén expuesto a sedimentos eclosiona en este
tipo de bioensayo, esta diferencia solo es significativa a las 72 hpf. B) Sistema de Aireacién
Constante (SAC): A las 48 hpf practicamente la totalidad de los embriones expuestos a polvo
de cuarzo ha eclosionado; mientras que controles y embriones expuestos a sedimentos
eclosionan en medida similar y menor. A las 72 hpf la proporciéon de embriones expuestos a
sedimentos que han eclosionado es significativamente menor al control. C) Minimo Volumen
de Agua (MVA): A las 48 hpf practicamente la mitad de los embriones expuestos a polvo de
cuarzo ha eclosionado, siendo esta proporcion significativamente diferente solo a los embriones
expuestos a sedimentos. A las 72 hpf ha eclosionado la totalidad de los embriones expuestos a
polvo de cuarzo y alrededor de la mitad de los embriones expuestos a sedimentos.

*p=0,05 *p=0,01
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4.4.1.4 Movimiento

En términos generales, no se observa diferencia significativa en el movimiento de
los embriones, ni enire tratamientos (control, polvo de cuarzo o sedimentos), ni entre
los distintos tipos de bioensayo (Figura 22). La excepcion corresponde a los embriones
expuestos a sedimentos del BCC, cuyo escaso movimiento a las 48 hpf, y
practicamente nulo movimiento en los estadios siguientes, difiere significativamente de
los controles. Aungque en el SAC pareciera que los embriones del estadio de 72 hpf
expuestos a polvo de cuarzo o sedimentos tuvieran una proporcién de embriones con
movimiento normal menor a los controles, esta diferencia no es significativa. Por otra
parte, a las 72 hpf menos del 50% de los embriones expuestos a polvo de cuarzo o
sedimentos presenta un movimiento normal en el SAC, mientras que en el MVA
alrededor del 70% de los embriones expuestos a estas mismas condiciones se mueve

normalmente.

Tanto en el SAC como en el MVA, se observa una disminucién de embriones con

movimiento normal, bajo cualquier tratamiento, a las 48 hpf.
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Figura 22. Movimiento de los embriones incubados en cada bioensayo. A) Bioensayo de
Contacto Clasico (BCC): La proporcion de embriones expuestos a sedimentos que se mueve
normalmente es significativamente menor respecto a los controles en todo estadio de
observacion; de hecho, tanto a las 48 hpf como a las 72 hpf, practicamente ninglin embrion
expuesto a sedimentos presenta movimiento normal. No existe diferencia significativa en el
movimiento de los embriones expuestos a polvo de cuarzo respecto a los controles. B) Sistema
de Aireacion Constante (SAC): Aunque a las 72 hpf pareciera existir diferencia entre el control
y los embriones expuestos a polvo de cuarzo o sedimentos, los resultados estadisticos no son
concluyentes. A las 48 hpf, la proporcion de embriones con movimiento normal en los controles
es menor a las proporciones respectivas de los controles las 24 hpf y a las 72 hpf. C) Minimo
Volumen de Agua (MVA): No existe diferencia significativa respecto al movimiento de los
embriones, sin embargo, se observa una proporcion menor de embriones con movimiento
normal en todos los tratamientos a las 48 hpf.

**p<0,01
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4.4.1.5 Saco vitelino

Sélo se observan diferencias significativas en la proporcién de embriones con saco
vitelino normal dentro del BCC (Figura 23). Utilizando este tipo de bioensayo, la
cantidad de embriones expuestos a polvo de cuarzo con saco vitelino normal pareciera
ir disminuyendo a medida que pasa el tiempo, sin embargo, la diferencia respecto a los
controles sélo es significativa en el estadio de 72 hpf, cuando ningtin embrién expuesto
a polvo de cuarzo presenta un saco vitelino normal. Por su parte, solo
aproximadamente el 20% de los embriones expuestos a sedimentos presenta un saco
vitelino normal a las 24 hpf, y luego, en los estadios de 48 y 72 hpf, todos los
embriones expuestos a sedimentos presentan defectos en su vitelo. Por otra parte, en
el SAC alrededor del 80% de los embriones expuestos a polvo de cuarzo presenta
defectos en su saco vitelino a las 72 hpf, mientras que en el MVA esto sélo sucede con

cerca del 20% de los embriones.
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Figura 23. Saco vitelino de los embriones incubados en cada bioensayo. A) Bioensayo de
Contacto Clasico (BCC): La proporcion de embriones expuestos a sedimentos con saco
vitelino normal es significativamente menor respecto a los controles en todo estadio de
observacion; de hecho, tanto a las 48 hpf como a las 72 hpf, ningun embrién expuesto a
sedimentos presenta saco vitelino normal. Los embriones expuestos a polvo de cuarzo con
saco vitelino normal parecieran presentar una proporcion decreciente a partir de las 48 hpf, sin
embargo la diferencia so6lo es significativa a las 72 hpf, cuando todos estos embriones
presentan un vitelo defectuoso. B) Sistema de Aireacion Constante (SAC): No existen
diferencias significativas respecto al saco vitelino de los embriones. Pareciera que la proporcién
de embriones expuestos a polvo de cuarzo y sedimentos con saco vitelino normal fuera menor a
los controles en el estadio de 72 hpf, sin embargo los resultados estadisticos no son
concluyentes. C) Minimo Volumen de Agua (MVA): No existe diferencia significativa respecto
al saco vitelino de los embriones. Pareciera que la proporcion de embriones expuestos a
sedimentos con saco vitelino normal fuera menor a los controles en los estadios de 48 y 72 hpf,
sin embargo la diferencia no es estadisticamente significativa.

**p<0,01
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4.4 1.6 Pigmentacion

Utilizando el BCC se observa que tanto larvas expuestas a polvo de cuarzo como
las expuestas a sedimentos presentan una pigmentacién anormal respecto a los
controles, en todo estadio de observacion (Figuras 24 y 25). Utilizando el SAC, esta
situacién pareciera revertirse, pues no existen diferencias significativas en la
pigmentacion de las larvas entre tratamientos (polvo de cuarzo o sedimentos) respecto
al control. Utilizando el MVA todos los controles presentan pigmentaciéon normal,
observandose una diferencia significativa respecto a éstos sélo en las larvas expuestas

a sedimentos, a las 72 hpf.

Figura 24. Pigmentacion de larvas de 72 h incubadas en el bioensayo de contacto clasico
(BCC). A) Larvas control (72 hpf). B) Larvas expuestas a polvo de cuarzo; se observa que
algunas tienen menos pigmento. C) Larvas expuestas a sedimentos; se observa que no
presentan pigmentacion en absoluto.
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Figura 25. Pigmentaciéon de las larvas incubadas en cada bioensayo. A) Bioensayo de
Contacto Clasico (BCC): Tanto las larvas expuestas a polvo de cuarzo como las expuestas a
sedimentos presentan pigmentacion anormal. B) Sistema de Aireacion Constante (SAC): No
existen diferencias significativas respecto a la pigmentaciéon de las larvas. Pareciera que la
proporcion de larvas expuestas a polvo de cuarzo y sedimentos con pigmentacion normal fuera
menor a los controles en el estadio 72 hpf, sin embargo los resultados estadisticos no son
concluyentes. Se observa que a las 72 hpf, no todas las larvas control presentan pigmentacién
normal. C) Minimo Volumen de Agua (MVA): No existe diferencia significativa respecto a la
pigmentacion de las larvas en el estadio de 48 hpf, sin embargo, a las 72 hpf las larvas
expuestas a sedimentos presentan una proporcion de larvas con pigmentacién normal menor al
control.

*p=0,05 **p=<0,01, **p=0001
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4.4.1.7 Limite entre cerebro medio y posterior (MHB)

Sélo se observa una diferencia significativa en el BCC (Figuras 26 y 27). Sélo los

embriones expuestos a sedimentos, utilizando el bioensayo BCC, presentan un MHB

defectuoso o poco definido.

Figura 26. Limite entre cerebro medio y posterior (MHB) de embriones de 24 h incubados
en el bioensayo de contacto clasico (BCC). A) Embriones control (24 hpf). Se observa
claramente el limite entre cerebro medio y posterior. B) Embriones expuestos a sedimentos; se

observa que el MHB no esta bien definido.

Limite Cerebro Medio-Posterior
(24h solamente)
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5

© E3 Control
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Tipo de Bioensayo

Figura 27. Limite entre cerebro medio y posterior (MHB) de embriones de 24 h incubados
en cada bioensayo. Solo se observa una diferencia significativa en la formacién de las
vesiculas del cerebro, reflejada por la definicién del limite entre cerebro medio y posterior (MHB,
midbran-hindbrain boundary) entre controles y embriones expuestos a sedimentos, en el

bioensayo de contacto clasico (BCC).

*p=005 *p=<0,01 " p=0001
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4.4.1.8. Extension de la notocorda

Ninguna de las larvas expuestas a sedimentos en el BCC presenta notocorda
normal, sin embargo, esta es la unica diferencia significativa entre todas las larvas
expuestos a distintos tratamientos (control, polvo de cuarzo y sedimentos), en todos los
bioensayos (Figura 28). Aungue practicamente la mitad de las larvas expuestas a
polvo de cuarzo en el BCC presenta una notocorda defectuosa, este diferencia no es

estadisticamente significativa.

Extensién de la Notocorda

(48h solamente)
£
w =
1 £ =
8 = =
= = =
g E § = E3 Control
8 =] £ = B Cuarzo
2 = | = Bl Sedimento

BCC SAC MVA

Tipo de Bioensayo

Figura 28. Extension de la notocorda de larvas de 48 h incubadas en cada bioensayo.
Solo se observa una diferencia significativa en el estiramiento de la notocorda entre controles y
larvas expuestas a sedimentos, en el bioensayo de contacto clasico (BCC). En este tipo de
bioensayo, ninguna larva expuesta a sedimentos posee una notocorda extendida normalmente.

*psolos; **p50|01| *w*psol001
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4.4.1.9 Aletas pectorales

En el bioensayo de contacto clasico (BCC), ninguna larva expuesta a polvo de cuarzo o
sedimentos desarrolla sus aletas pectorales normalmente (Figuras 29 y 30). En los otros
bioensayos, a pesar de observarse que aproximadamente la mitad o incluso una menor
proporcién de larvas expuestas a sedimentos presentan aletas pectorales normales,
esta diferencia no es estadisticamente significativa. Por otra parte, en el SAC, no todos

los controles presentan aletas pectorales normales, y mas de la mitad de las larvas

expuestas a polvo de cuarzo o sedimentos, presenta aletas pectorales defectuosas.

Figura 29. Aletas pectorales de larvas de 72 h incubadas en el bioensayo de contacto
clasico (BCC). A) Larva control (72 hpf). Se observan claramente las aletas pectorales,
completas y funcionales. B) Larva expuesta a sedimentos; no se observan aletas pectorales.

Aletas Pectorales
(72h solamente)

£ 1207 e
:
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8 = & =
2 = = =
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8 g = | B Sedimento
= = =
< BCC SAC MVA
Tipo de Bioensayo

Figura 30. Aletas pectorales de larvas de 72 h incubadas en cada bioensayo. En el BCC,
sélo las larvas control presentan aletas pectorales normales. En los otros bioensayos los
analisis estadisticos no son concluyentes.

*p<0,05 **p<0,01 **p=<0,001
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4.4.2 Experimentos en valores puntuales de pH

Tabla 2. Observaciones consideradas normales y anormales de las caracteristicas
analizadas en los experimentos en valores puntuales de pH (contintia en pag. siguiente).

Caracteristica

del Normal Andomalo
individuo
Sobrevivencia o
(por pocillo) Mayor a un 90% Menor a un 90%
Eclosion 48 hpf: aprox. 70% 48 hpf: distinto a 70%
(por pocillo) 72 hpt; 100% 72 hpf: distinto a 100%
porp 96 hpf: 100% 96 hpf: distinto 2 100%
MHB 24 hpf: Limite definido

Limite poco claro o indefinido

Somitos (post-
extension del vitelo)

24 hpf: 10 somitos

24 hpf: menor a 8 somitos

Ojos

24 hpf: muy poco pigmento
48,72 y 96 hpf: tamanio 1,5
veces mayor; retina de
color negro

24 hpf: menor tamario
48, 72 y 96 hpf. menor
tamaiio; retina con
pigmentacién no uniforme

Capsulas
oticas

24 hpf. forma eliptica
otolitos no visibles
48 hpf: forma eliptica;
ofolitos esféricos visibles
de igual tamafio
72 y 96 hpf: forma irregular,
otolitos de distinto tamafio
entre ellos

24 hpf: no se distingue
48 hpf: otolitos no visibles
72 y 98 hpf: forma elliptica;

otolitos esféricos visibles de
igual tamafio

Extension de la
notocorda

Extensian progresiva hasta
alcanzar la horizontalidad

Extensién incompleta; lordosis,
cifosis y escoliosis

Pigmentacion

48,72 y 96 hpf:
melanocitos de color negro

48, 72 y 96 hpf:
ausencia de melanocitos;
melanocitos de color gris

Forma del
corazon

48, 72 y 96 hpf. bicameral
enrollado sobre st mismo

48, 72 y 96 hpf: hipertrofiado
{mayor al doble de su tamafio
normal); extendido




Frecuencia 125 latidos/min (aprox. 2 Menos de 80 latidos/min
Cardiaca [atidos/seg) {menos de 1 latido/seg)
Circulacion 48, 72 y 96 hpf: eritrocitos | 48, 72 y 96 hpf: no se observa
sanquinea circulan por vena y arteria flujo de eritrocitos en la parte
g caudal posterior del cuerpo
Vitelo de forma esférica Deformado o descontinuado
Forma del que disminuye de tamafio por presencia de edemas;
saco vitelino progresivamente; acumulacion de sangre;
transparente coagulacién (opaco)
Edemas Menor a un 10% Mayor a un 10%
[formacién]

Aletas pectorales

72 y 96 hpf:. Extendidas;
funcionales (larva aletea);
longitud similar a % largo
del vitelo

72 y 96 hpf: Plegadas o
contraldas; no hay movimiento
de las aletas; longitud menor a
la mitad del largo del vitelo

72 y 96 hpf: Completay

72 y 86 hpf: Incompleta,

Aleta caudal extendida rasgada, contraida
24 hpf: Contorsiones a lo 24 hpf, Contorsiones cada 1
largo del eje longitudinal :-gm%ﬂ ?Ligﬂ?é?anmguna
(twisting) cada 10 seg. min. observacion

Movimiento 48, 72 y 96 hpf: Nado 48. 72 v 96 hof: Nado lento
répido al entrar en contacto tor'pe g auseﬁc':ia de respuésta
:ggnc;ﬂ'ﬁ)sr:? erggﬁig; rents a al enfrar en contacto con otras

larvas o frente a est. mecanico
4213 Ep; '17305° Menor en -~30° al angulo
HTA 72 hpfj"1 55° correspondiente al estadio de

96 hgf::180° observacion

Protrusién de la
mand(bula

72 y 96 hpf: Sobresale
(protruye) mas alla de los
huesos nasales

72 y 96 hpf: No sobresale (no
protruye)

Inflacién de la
vejiga natatoria

96 hpf: cerca de un 80% de
las larvas presenta vejiga
natatoria inflada (flotan)

98 hpf: menos de un 20% de
las larvas presenta vejiga
natatoria inflada {no flotan)

45
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4.4.2.1 Comparacion entre embriones y larvas expuestos(as) a E; a distinto pH

En general, no existen diferencias en las caracteristicas de los embriones y larvas
expuestos(as) a E; (Embryo Medium 3) a pH 7 respecto a los embriones expuestos a
E3 a pH 6 o pH 5 (Figuras 31 y 32); siendo la excepcion la formacion de edemas

(Figura 31-K).

Respecto a esta Ultima caracteristica, a las 24 hpf se observa que los embriones
expuestos a E3 a pH 6 y pH 5, presentan una mayor proporcién de edemas que los
embriones expuestos a E3 a pH 7, sin embargo, la cantidad de embriones con edema
no supera el 20% y esta diferencia entre embriones expuestos a distinto pH deja de ser

significativa en los estadios siguientes.

Como los resultados de estos embriones vy larvas no difieren significativamente
entre si, en los andlisis estadisticos siguientes (comparacién con los embriones y

larvas expuestos a sedimento con medio acuoso a distinto pH) fueron reunidos,

generandose un solo grupo control.
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Figura 31. Comparacion entre embriones y larvas expuestos(as) a E3 a distinto pH. No se
observan diferencias significativas en la mayoria de las caracteristicas de los embriones
expuestos a medio de embriones 3 (E3, embryo medium 3) apH 7, pH 6 y pH 5.

K) Formaciéon de edemas: A las 24 hpf se observa mayor formacién de edemas en los
embriones expuestos a E3 con pH 6 y pH 5, no obstante, esta diferencia no se observa en los

siguientes estadios. *p <0,05

]



48
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Figura 32. (Continuacion de la figura 31) Comparacion entre embriones y larvas
expuestos(as) a E3 a distinto pH. No se observan diferencias significativas en las
caracteristicas de los embriones expuestos a medio de embriones 3 (E3, embryo medium 3) a
pH7,6y5.
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4.42.2 Comparacion entre embriones y larvas control, versus expuestos(as) a

sedimentos con medio acuoso a distinto pH
4.4.2.2.1 Estadio aparente

Se observa un ligero atraso en el desarrollo de los embriones expuestos a
sedimentos con medio a pH 5 a partir de las 48 hpf (Figura 33). También se observa
una diferencia significativa en el estadio aparente de las larvas expuestas a sedimentos
con medio a pH 6 respecto a los controles a partir de las 72 hpf. Las larvas se atrasan

en su desarrollo por pocas horas (aparentan un atraso leve).

Estadio Aparente

&
£
[
T
@
g. Control
i) S pH7
L W S pHe
i BB SpH5

Estadio de observacion (hpf)

Figura 33. Estadio aparente de embriones y larvas expuestos(as) a sedimentos con
medio a distinto pH. Se observan diferencias significativas a partir del estadio de 48 hpf entre
los controles y las larvas expuestas a sedimentos con medio a pH 5. A partir de las 72 hpf
tambien existe una diferencia significativa entre las larvas control y las expuestas a sedimentos
con medio acuoso a pH 6.

*p=<0,05 **p=<0,01; ***p<0,001
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4.4.2.2.2 Sobrevivencia

Se observa una menor sobrevivencia de las larvas expuestas a sedimentos con
medio a pH 6 y 5 a las 72 hpf (Figura 34); y una menor sobrevivencia de las larvas
expuestas a sedimentos con medio a pH 7, 6 y 5 a las 96 hpf. En ambos estadios

sobrevive mas del 70% de las larvas.

Sobrevivencia

£

]

&

.g - Control

3 S pH7

3 B8 SpHe
B SpH5

24 48 72 96

Estadio de observacion (hpf)

Figura 34. Sobrevivencia de embriones y larvas expuestos(as) a sedimentos con medio a
distinto pH. Se observan diferencias significativas a partir del estadio de 72 hpf. En este
estadio, las larvas expuestas a sedimentos con medio a pH 6 y pH 5 tienen una proporcién de
sobrevivencia menor al control. A las 96 hpf, las larvas expuestas a sedimentos con medio a pH
7 también tienen una proporcion de sobrevivencia menor al control.

*p=<0,05 *p=<0,01
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4.4.2.2.3 Eclosion

La diferencia entre embriones/larvas control y expuestos(as) a sedimentos es
significativa en todo estadio de observacion (Figura 35). En el ultimo estadio
observado, a las 96 hpf, cerca de un 20% de los embriones expuestos a sedimentos
con medio a cualquier valor de pH utilizado permanece dentro de su corion (no ha

eclosionado).

Eclosion
*hkk sk
. A :*t* . ! 'r o '

ey — b i
£ 100 & = =
3 I
5  80-
g 60-
> 40- Control
F S pH7
& 201 S pHé
5 Bl S pH5
E o .i-. 1 —_— 4
w 48 72 96

Estadio de observacion (hpf)

Figura 35. Eclosién de embriones y larvas expuestos(as) a sedimentos con medio a
distinto pH. Embriones y larvas expuestos(as) a sedimentos presentan una significativa
diferencia en la eclosion respecto al control, sin existir diferencias significativas entre éstos.
Aproximadamente el 20% de los embriones expuestos a sedimentos con medio a cualquier
valor de pH utilizado permanece dentro de su corion incluso en el tltimo estadio observado.

**p=<0,01, ™ p=0,00
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44224 Ojos

A partir de las 72 hpf las larvas expuestas a sedimentos con medio a cualquier
valor utilizado de pH, presentan una menor proporcién de ojos normales que el control,

sin existir diferencias significativas entre éstos (Figura 36).

Ojos

| | | e — |
kK

I e
100 . - -'_' "_'
! 11

é a0 : . = Control
8 : i : S pH7
o & i * - 8 S pHe
ol B ) ] Bl S pHS

24 48 72 96

Estadio de observacion (hpf)

Figura 36. Ojos de embriones y larvas expuestos(as) a sedimentos con medio a distinto
pH. Se observa una diferencia significativa en la proporcién de ojos normales en las larvas
expuestas a sedimentos con medio a cualquier valor utilizado de pH respecto a los controles, a
partir de las 72 hpf.

*p=0,05 *p=0,01; * p=0,001
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44225 Capsula ética

Se observan diferencias significativas a partir del estadio de 72 hpf (Figura 37). En
este estadio, las larvas expuestas a sedimentos con medio a pH 6 y pH 5 tienen una
proporcion de capsulas ¢ticas normales menor al control. A las 96 hpf, las larvas
expuestas a sedimentos con medio a pH 7 también tienen una proporcion de capsulas

oticas normales menor al control.

24 48 72 96

Capsulas Oticas
*
** k¥
| — 1
g el e oo
— B z
8
£
8
c
']
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o S pH7
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§. B SpH5
«0
i3

Estadio de observacion (hpf)

Figura 37. Capsulas éticas de embriones y larvas expuestos(as) a sedimentos con medio
a distinto pH. Se observa diferencia en la proporcién de capsulas 6ticas normales entre larvas
control y larvas expuestas a sedimentos con medio a pH 6 y 5 en el estadio de 72 hpf. A las 96
hpf también se observan diferencias entre las larvas control y las expuestas a sedimentos con
medio a pH 7.

*p=<0,05 *p=<0,01
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44226 Pigmentacion

En todo estadio observado, la proporciéon de larvas con pigmentacién normal
expuestas a sedimentos con medio a cualquier valor de pH utilizado, es

significativamente menor al control, mas no se observa diferencia entre éstos (Figura

38)
Pigmentacion
B ke —
% kK *kk * kK
*%k **k
* kK
g "’ - 2
T 804
E
g -
:g 40- - . Control
g S pH7
T o BB S pH5
48 72 96

Estadio de observacion (hpf)

Figura 38. Pigmentacién de larvas expuestas a sedimentos con medio a distinto pH. Se
observa una menor proporcion de larvas con pigmentacion normal, tras la exposicion
sedimentos con medio a cualquier valor de pH, respecto al control, en todo estadio observado.

*p<0,05; **p<0,01; **ps0,001
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44227 Formadel Corazdn

A las 72 hpf se observa una diferencia significativa en la proporciéon de larvas con
corazon normal expuestas a sedimentos con medio a pH 6 y pH 5 respecto a los
controles (Figuras 39 y 40). A las 96 hpf, la diferencia entre larvas control y expuestas
a sedimentos con medio a pH 5 se pierde; y se observa diferencia entre larvas control y

expuestas a sedimentos con medio a pH 7.

Figura 39. Diferentes defectos en el corazén de larvas de 72 hpf expuestas a sedimentos.
A) Larva control. B) y C) Larvas con corazén hipertrofiado. D) Larva con corazdn tubular
(completamente estirado).

Forma del Corazon

1009 =
€ 801
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£ e0-
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5§ 40 Control
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o @l S pH5
48

Estadio de observacién (hpf)

Figura 40. Forma del corazén de larvas expuestas a sedimentos con medio a distinto pH.
A las 72 hpf se observa una diferencia significativa de larvas expuestas a sedimentos con medio
a pH 6y pH 5 respecto a las larvas control. A las 96 hpf se observa una diferencia significativa
de larvas expuestas a sedimentos con medio a pH 7 y pH 6 respecto a las larvas control.

*p=0,05 *™p=<0,01, "™ p=<0,001
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44228 Frecuencia cardiaca

A partir de las 72 hpf, se observa una diferencia significativa entre larvas control y
larvas expuestas a sedimentos con medio a pH 6 y pH 5 (Figura 41). A las 96 hpf,
también se observa una diferencia significativa entre larvas control y larvas expuestas

a sedimentos con medio a pH 7.

Frecuencia Cardiaca
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Figura 41. Frecuencia cardiaca de larvas expuestas a sedimentos con medio a distinto
PH. A partir del estadio de 72 hpf se observa una diferencia significativa en las larvas expuestas
a sedimentos de con medio a pH 6 y 5. A las 96 hpf ademas se observa una diferencia
significativa entre larvas control y larvas expuestas a sedimentos con medio a pH 7.

*p=0,05 **p=0,01, **p=0,001
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44229 Circulacién sanguinea

A las 72 hpf, se observa una diferencia significativa entre larvas control y larvas
expuestas a sedimentos con medio a pH 6 y pH 5 (Figura 42). A las 96 hpf, la
diferencia entre larvas control y expuestas a sedimentos con medio a pH 5 se pierde; y

se observa diferencia entre larvas control y expuestas a sedimentos con medio a pH 7

y pH 6.
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Figura 42. Circulacién corporal de larvas expuestas a sedimentos con medio a distinto
pH. Las larvas expuestas a sedimentos con medio a pH 6 difieren de las larvas control a las 72
y las 96 hpf. A las 72 hpf, las larvas expuestas a medio con pH 5 son significativamente
diferentes a las larvas control; sin embargo, a las 96 hpf esta diferencia se pierde y se observa
diferencia entre larvas control y larvas expuestas a sedimentos con medio a pH 7.

*p<0,05 **p<0,01 **p=0,001

442210 Forma del saco vitelino
Se observan diferencias significativas entre embriones y larvas control, respecto a
los embriones y larvas expuestos(as) a sedimentos con medio a cualquier valor de pH

utilizado, en todo estadio observado (Figuras 43, 44 y 45).
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Figura 43. Deformacién del saco vitelino de larvas de 48 hpf

producto de edema(s). A)

Larva control. B) Larva con un edema enorme que deforma completamente el saco vitelino,

aplastandolo hacia anterior. C) Larva con edema pericardiaco.

D) Larva cuyo saco vitelino
del vitelo.

queda separado de su extension por un edema entre ambas zonas

w
L ]

[
P

Figura 44. Larvas de 96 hpf con saco vitelino con diferente estado. A) Larva control, cuyo
saco vitelino ya ha sido completamente absorbido, observandose el intestino en su lugar. B)
Larva cuyo saco vitelino no ha sido absorbido y se encuentra en estado de descomposicion.

Forma del
Saco Vitelino
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Figura 45. Saco vitelino de embriones y larvas expuestos(as) a sedimentos con medio a

distinto pH. Se observa una diferencia significativa en la proporc
normal en los embriones expuestos a sedimentos con medio a cual
los controles, en todo estadio observado.

*p=<0,05 **p=<0,01;, **p=0,001

ion de embriones con vitelo
quier valor de pH respecto a
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442211 Formacion de edemas

Contrariamente a lo observado en otras caracteristicas, la proporcidon de embriones
y larvas expuestos(as) a sedimentos que presentan formacion de edemas es mayor en

los dos primeros estadios observados: 24 y 48 hpf (Figuras 46, 47 y 48).

A las 24 hpf, se observa una diferencia significativa entre embriones control y
embriones expuestos a sedimentos con medio a cualquier valor de pH utilizado. A las

48 hpf se observan diferencias entre larvas control y larvas expuestas a sedimentos

con medioapH 6y pH 5.

Figura 46. Embriones de 24 hpf con edemas de diferentes tamafios y ubicacion. A)
Embrién control. B) Embrion con edemas pericardiaco, en el saco vitelino y vena caudal. C)
Embrién que, ademas de los edemas que presenta el embrién Bm presenta un pequefio edema
cerebral.

Figura 47. Larvas de 96 hpf con edemas de diferentes tamafos y ubicacién. A) Larva
control. B) y C). Edemas pericardiacos y en el saco vitelino. D) Larva con gran edema
pericardiaco y pequefio edema cerebral. E) Larva con enorme edema pericardiaco, gran edema
cerebral y varios edemas en el saco vitelino.
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Edemas
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Figura 48. Formacion de edemas en embriones y larvas expuestas a sedimentos con
medio a distinto pH. A las 24 hpf se observa una diferencia significativa entre embriones
control y expuestos a sedimentos con medio a cualquiera valor de pH utilizado. A las 48 hpf se
pierde la diferencia entre larvas control y larvas expuestas a sedimentos con medio a pH 7. A

las 72 y 96 hpf no existen diferencias significativas entre larvas control y larvas expuestas a
sedimentos.

*p<0,05 **p<0,01; ***p=0,001
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4.42212 Angulo cabeza-tronco (HTA)

A partir de las 72 hpf las larvas expuestas a sedimentos con medio a cualquier
valor utilizado de pH, presentan una menor proporcién de HTA normal que el control,

sin existir diferencias significativas entre éstos (Figura 49).
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Figura 49. Angulo cabeza-tronco (head-trunk angle, HTA) de embriones y larvas
expuestas a sedimentos con medio a distinto pH. A partir del estadio de 72 hpf, se observa
una significativa diferencia en la proporcién de larvas expuestas a sedimentos con medio a
cualquier valor de pH utilizado con HTA normal respecto a los controles.

*p<0,05 **p=<0,01; ***p=0,001
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442213 Extension de la notocorda

A las 48 hpf existen diferencias significativas en la proporcién de larvas expuestas a
sedimentos con medio a pH 6 y pH 5 respecto a las larvas control (Figura 50). A las 72
y 96 hpf, existen diferencias significativas en la proporcion de larvas expuestas a
sedimentos con medio a cualquier valor de pH utilizado respecto a las larvas control,

pero no entre tratamientos.
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Figura 50. Notocorda de embriones y larvas expuestas a sedimentos con medio a distinto
pH. Se observa una diferencia significativa en la proporcién de embriones con notocorda normal
en los embriones expuestos a sedimentos con medio a cualquier valor de pH utilizado respecto
a los controles, en todo estadio observado; exceptuando la diferencia entre controles y larvas
expuestas a sedimentos con medio a pH 7, que no es significativa a las 48 hpf.

*p=0,01; **p=0,001
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4.4.2.2.14 Movimiento en respuesta a estimulo mecanico

Exceptuando la respuesta motora de las larvas expuestas a sedimentos con medio
a pH 7 a las 48 hpf, que no difiere significativamente de las larvas control; en todos los
estadios observados existe una diferencia significativa entre controles y larvas

expuestas a sedimentos con medio a cualquier valor de pH utilizado (Figura 51).

Movimiento en Respuesta
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Figura 51. Movimiento en respuesta a estimulo mecanico de larvas expuestas a
sedimentos con medio a distinto pH. Se observa una diferencia significativa en la proporcién
de larvas con movimiento normal en los embriones expuestos a sedimentos de cualquier
intervalo de pH respecto a los controles, en todo estadio observado; exceptuando la diferencia
entre controles y embriones expuestos a sedimentos pH 7, que no es significativa a las 48 hpf.

*p<0,01; **p=0,001
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442215 Aletas pectorales

En ambos estadios observados existe una diferencia significativa entre controles y

larvas expuestas a sedimentos con medio a cualquier valor de pH utilizado (Figura 52).
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Figura 52. Aletas pectorales de larvas expuestas a sedimentos con medio a distinto pH.
Se observa una diferencia significativa en la proporcién de larvas expuestas a sedimentos con
medio a cualquier valor de pH utilizado con aletas pectorales normales respecto a las larvas
control.

*p=0,05 *p=001, "™ p=0,001
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442216 Aleta caudal

Exceptuando la proporcién de larvas expuestas a sedimentos con medio a pH 7
con aleta caudal normal a las 72 hpf, que no difiere significativamente de las larvas
control, en ambos estadios observados existe una diferencia significativa entre

controles y larvas expuestas a sedimentos con medio a cualquier valor de pH utilizado

(Figura 53).
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Figura 53. Aleta caudal de larvas expuestas a sedimentos con medio a distinto pH. Se
observa una diferencia significativa en la proporcién de embriones con aleta caudal normal en
los embriones expuestos a sedimentos de cualquier intervalo de pH respecto a los controles, en
ambos estadios observados; exceptuando las larvas expuestas a sedimentos con medio a pH 7

alas 72 hpf.
*p=0,05 ***p=0,001

4.4.2.2.17 Protrusion de la mandibula

A las 72 hpf existe una diferencia significativa entre larvas control y expuestas a
sedimentos con medio a pH 6 y pH 5. A las 96 hpf la diferencia entre larvas control y

larvas expuestas a medio con pH 5 se pierde, permaneciendo sdlo la diferencia de los
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controles respecto a las larvas expuestas a sedimentos con medio a pH 6 (Figuras 54 y

95).

Figura 54. Protrusién de la mandibula de larvas de 72 hpf. A) Larva control. B) Larva
expuesta a sedimentos, cuya mandibula no sobresale.
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Figura 55. Mandibula de larvas expuestas a sedimentos con medio a distinto pH. Sélo en

el estadio de 72 hpf se observan diferencias significativas entre el control y los embriones
expuestos a sedimentos pH 6 y pH 5.

*p=0,05 *p=0,01




4.4.2.2.18 Limite entre cerebro medio y posterior (MHB)

No existen diferencias significativas entre embriones control y los expuestos a

sedimentos con medio a cualquier valor de pH utilizado (Figura 56-A).
} 4.4.2.2.19 Somitos post-extension del vitelo

No existen diferencias significativas entre embriones control y los expuestos a

sedimentos con medio a cualquier valor de pH utilizado (Figura 56-B).
4.42.2.20 Movimiento espontaneo

Alrededor del 60% de los embriones expuestos a sedimentos con medio a pH 6 y

pH 5 presenta un movimiento espontaneo normal (figura 56-C).
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Figura 56. Caracteristicas observadas s6lo a las 24 h. A) Limite entre cerebro medio y
posterior (MHB) de embriones expuestos a sedimentos con medio a distinto pH. No se
observan diferencias entre embriones control y expuestos a sedimentos. B) Somitos (post-
elongacion del vitelo) de embriones expuestos a sedimentos con medio a distinto pH. No
se observan diferencias entre embriones control y expuestos a sedimentos. C) Movimiento
espontaneo de embriones expuestos a sedimentos con medio a distinto pH. Se observa
una diferencia significativa en la proporciéon de embriones que se mueven espontaneamente
entre los controles y los embriones expuestos a sedimentos a pH 6 y pH 5.

*p<0,01; **p<0,001
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442221 Vejiga natatoria

Practicamente ninguna larva expuesta a sedimentos presenta vejiga natatoria

inflada (Figuras 57 y 58).

Figura 57. Inflacion de la vejiga natatoria. A) Larva de 96 hpf, con vejiga inflada y funcional.
B) Larva de 96 hpf cuya vejiga no se encuentra inflada.
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Figura 58. Vejiga natatoria de larvas de 96 h expuestas a sedimentos con medio a distinto
pH. A las 96 hpf, practicamente el 80% de los embriones presenta una vejiga natatoria inflada y
funcional, sin embargo, en este estadio practicamente ningun embrién expuesto a sedimentos
pH 7 y pH 6 presenta una vejiga natatoria visible. Aunque la proporcion pareciera ser mayor en
embriones expuestos a pH 5, los resultados estadisticos son concluyentes sélo respecto a su
diferencia en comparacion a los controles.

***p<0,001
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V. DISCUSION

5.1 Observaciones en terreno y Medicién de parametros quimicos

Se observa que tanto el agua de los puntos de muestreo, como los sedimentos
bajo ella, presentan pH neutro (ver Tabla 3). Esta condicién es ideal para el desarrollo
de los embriones, como evidencia el pH, también neutro, del E; (embryo medium 3),
disefiado especificamente con este propdsito. Esto permite descartar que los efectos
observados en los embriones y larvas expuestos a sedimentos, sean producto de un
pH distinto al neutro. El pH del polvo de cuarzo, sin embargo, es levemente alcalino
(ver Tabla 3); lo que podria explicar, en parte, que los embriones y larvas expuestos/as
a este presenten diferencias respeclo a los embriones y larvas control.

La conductividad tanto del polvo de cuarzo como la de los sedimentos, es menor
a la del E;. La conductividad de los sedimentos es practicamente la mitad de la que
presenta el E; (ver Tabla 3). Esto permite descartar que los efectos observados en
embriones y larvas expuestos/as a sedimentos y polvo de cuarzo, sean producto de un
exceso de sales disueltas.

Por dltimo, la declinacion de oxigeno es mayor en el polve de cuarze que en los
sedimentos (ver Tabla 3); lo que podria explicar que algunos efectos darlinos se
observen con mayor frecuencia en embriones y larvas expuestos/as a polvo de cuarzo

que en sedimentos.
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5.2 Analisis quimico de metales presentes en sedimentos

Que no existan diferencias notorias entre la concentracion de metales
encontradas en la muestra tomada post época seca y la tomada post época lluviosa,
indica que los metales permanecen en los sedimentos, a pesar del aumento invernal
de caudal (Figura 13).

El drastico aumento de concentracion total de Cd, Cu, Fe y Pb encontrada en el
punto de derrame del relave, en relacion al punto aguas arriba, indica que ese aumento
es muy probablemente de origen antropico, es decir, debido al accidente minero
(Figura 13).

Respecto a la solubilidad de estos metales, se observa que el porcentaje del total
que pasa al medio acuatico es mayor en las condiciones naturales (punto “Aguas
Arriba”) para los metales Cd y Cu (Figura 14-A y 14-B). Para los metales Fe y Pb en
cambio, es mayor la proporcién del total que pasa al medio acuético en el punto del
derrame, lo que, sumade a su mayor presencia en estado labil, vuelve a estos metales
mas bioaccesibles y por ende, probablemente mas dafinos (Figura 14-C y 14-D).

Cabe destacar que, a pesar de encontrarse similares concentraciones de Fe total
en ambos puntos de muestreo, aguas arriba y cerca del relave; en el punto del derrame
se produce una mayor proporcion de éste metal que pasa al medio acudtico; lo que
indicaria que en este punto existen condiciones que favorecen su disolucién (figura 14-
C).

El caso del Pb es remarcable, pues en el tranque de relaves se encuentra una
cantidad de Pb total mas de 60 veces mayor a la que se encuentra en las condiciones
naturales. Respecto al Pb labil, en el tranque de relaves se encuentra una cantidad de

Pb 355 veces mayor a la que se encuentra en el punto aguas arriba (Figura 14-D).
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Respecto a las formas en la que se encuentran los metales en funcién del pH
(Figura 15), se observa en principio que a pH 7, 6 y 5, se encuentra una amplia gama
de metales en forma soluble (catiénica o hidréxido); sin embargo, debido a las altisimas
concentraciones de Cu, Fe y Pb labil encontrados en el punto del derrame del tranque;
probablemente estos metales se encuentran precipitados en su forma insoluble
(Figuras 15-B, 15-C y 15-D}), lo que explicaria también el nulo cambic en sus

concentraciones tras la estacion lluviosa.

5.3 Analisis biolégico de sedimentos

5.3.1 Ensayos de optimizacion

Ambas variaciones al bioensayo de contacto clasico (BCC) revierten en gran
medida los efectos de la declinacion de oxigeno (atraso en el desarrollo) sobre los
embriones y larvas. Decidir cudl es mas idénea, requiere un andlisis integral del

conjunto de caracteristicas observadas.

Tomando en cuenta el estadio aparente de los embriones y larvas (Figura 17), el
bioensayo de contacto con sistema de aireacién constante (SAC) es mas adecuado,
pues practicamente no existe diferencia etaria entre los embriones y larvas tratados/as
y los embriones y larvas control. En el bicensayo de contacto con menor volumen de
agua (MVA) en cambio, no todos los embriones expuestos a sedimentos alcanzan a

desarrollar las caracteristicas correspondientes al estadio de 72 hpf.

Esto podria deberse a la diferencia que existe entre ambas variaciones; en el
SAC los embriones y larvas se encuentran en la misma cantidad de medio acuatico

que en el BCC, pero la aireacién pone a disposicion de éstos el oxigeno suficiente para
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no atrasarse en el desarrollo; mientras que en el MVA, los embriones obtienen
suficiente oxigeno desde la atmdsfera, pero se encuentran en un menor volumen de
agua que en el BCC, aunque con la misma cantidad de sedimentos, por lo que podrian
estar expuestos a una mayor concentracién de metales disusltos que en el BCC, lo que

le impediria a todos los embriones y larvas desarrollarse a la velocidad normal.

Considerar la sobrevivencia de los embriones y larvas (Figura 19) no permite
decidir con seguridad sobre la idoneidad de ninguno de los métodos, pues
practicamente no existen diferencias entre la sobrevivencia de los embriones y larvas
control y los tratados, en ninguna de las metodologias, lo que es congruente con el
hecho de que se espera observar efecios subletales en este tipo de ensayos. Por otra
parte, llama la atencion el caso de los embriones expuestos a polvo de cuarzo en el
SAC, cuya sobrevivencia a las 72 hpf es del 70% aproximadamente (Figura 19-B). La
posible explicacidon de este 30% de mortalidad sera detallada mas adelante, luego de

revisar otros aspectos estudiados.

La eclosién (Figura 21) es una de las caracteristicas que mejor refleja la mejoria
que implica la variacion al método de BCC. La nula eclosién de los embriones
expuestos a sedimentos en este bioensayo es revertida en mas del 20% en el SAC
(Figura 21-B), y en mas del 50% en el MVA (Figura 21-C). Esta diferencia entre las
variaciones al método clasico puede explicarse por el hecho de que justamente la
hipoxia es uno de los mecanismos que gatilla la eclosion (Czerkies et al. 2001; Oppen-
Berntsenet al. 1990; Petranka et al 1982), por ende, al no haber limitacién de oxigeno
en el medio utilizado en el SAC, los embriones se encuentran en una situacion menos
estimulante de la eclosidn. Esta explicacién puede parecer contradictoria, pues, dado

que la hipoxia seria un factor favorecedor de la eclosién, podria esperarse que en las
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condiciones hipoxicas del BCC todos los embriones se vieran forzados a salir de su
corion. Sin embargo, la cantidad de oxigeno presente en el medio de exposicién a
sedimentos es mayor a la necesaria para que se produzca un desarrollo normal (2,5
mg/L). Por otra parte, si consideramos también el movimiento (Figura 22-A), se
observa que en el BCC practicamente ninguno de los embriones expuestos a
sedimentos presenta movimientos normales después de las 48 hpf, estadio a partir del
cual se espera que se produzca la eclosion. Esto lleva a pensar que posiblemente, en
el caso de los embriones y larvas expuestos(as) a sedimentos contaminados y ademas
a las condiciones hipdxicas que conlleva el BCC, éstos permanecen dentro del corion
no por falta de estimulos ambientales, si ne por una incapacidad motora de responder
adecuadamente a dichos estimulos, lo que podria deberse, en parte, el retraso en su

desarrollo.

En relaciéon al movimiento de los individuos (Figura 22), en las variaciones al
método clasico, se observa que, a pesar de que en ninguna de las dos existen
diferencias significativas entre controles y embriones y larvas tratados(as), una mayor
proporcion de embriones presenta movimiento normal a las 72 hpf al usar el MVA
(Figura 22-C). La posible explicacion de este menor movimiento usando el método con

SAC sera detallada mas adelante, luego de revisar otros aspectos estudiados.

Considerando el saco vitelino (Figura 23), ambas variaciones revierten en medida
similar la nula proporcion de vitelos normales en embriones expuestos a sedimentos en
el BCC. Sin embargo, respecto a los embriones expuestos a polvo de cuarzo, los que
tambien se ven afectados fueriemente en el BCC, se observa que en el SAC la
proporcion de embriones con saco vitelino normal es incluso menor a la de embriones

expuestos a sedimentos (Figura 23-B); mientras que en el MVA, los embriones
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expuestos a polvo de cuarzo no exhiben diferencias respecto a los controles (Figura
23-C). La explicacion de esta peculiaridad puede tener relacion con la elevada y
prematura eclosion de los embriones expuestos a polve de cuarzo en el SAC (Figura
21-C), como también a la menor proporcién de embriones con movimiento normal
(Figura 35-C) y su alta mortalidad a las 72 hpf utilizando polvo de cuarzo en esta
misma metodologfa (Figura 19-C). Lo que podria explicar todos estos fenomenos es el
hecho de que las particulas de polvo de cuarzo fueran ligeramente mayores en tamario
a lo recomendado. La diferencia de 12 pm produjo drasticas consecuencias, pues este
ligero aumento en magnitud se vio reflejado en la presencia de muchas particulas con
aspecto corto-punzante bajo la lupa, las que, al ser agitadas por el flujo de aire en el
SAC, punzaron y rasgaron el corion externamente, facilitando enormemente la
eclosion; y luego, al encontrarse los embriones privados de esta proteccion fisica,
representada por el corion, probablemente fueron heridos, lo que provocé defectos no
sélo en el saco vitelino, si no también produjo el desgarramiento de las aletas,
especialmente la caudal (ver Figura S2 en el Anexo), lo que se encuenira
probablemente relacionado con un peor desempefio en el movimiento y eventualmente

también con el aumento de la mortalidad.

Respecto al patrén de pigmentacion (Figura 24), se observa que en el BCC
ninguno de los embriones expuestos a polvo de cuarzo o sedimentos presenta
pigmentacion normal. Esto se explicaria en los estadios tempranos por la ausencia de
melanina, producto de un atraso en el desarrollo. Por otra parte, en el caso de las
larvas que alcancen los estadios tardios, esto se explicaria por el hecho de que la
melanina protege a las células pigmentadas y los tejidos adyacentes adsorbiendo los

contaminantes, para luego ir liberandolos lentamente en dosis no toxicas (Larsson
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1993). Sin embargo, tras largos periodos de exposicion, existe una excesiva cantidad
de contaminantes téxicos almacenados en la melanina, lo que finalmente puede
producir la degeneracion de las células contenedoras de melanina y los tejidos
cercanos (Larsson 1993), sugiriendo que el polvo de cuarzo utilizado posee cierto

grado de toxicidad que interfiere en la correcta pigmentacién.

Ambas variaciones en la metodologia del hioensayo revierten los defectos en la
pigmentacién de embriones expuestos a sedimentos en similar medida, sugiriendo que
la leve hipoxia puede estar produciendo un efecto sinérgico junto a la toxicidad de los
metales pesados que determina una menor pigmentacion. En el caso de los embriones
expuestos a polvo de cuarzo, se observa que a las 72 hpf, en el SAC la deficiencia en
la pigmentacién es incluso mayor a la de los embriones expuestos a sedimentos
(Figura 25-B), mientras que en el MVA no sucede lo mismo (Figura 25-C). Esto se
podria explicar nuevamente por el aumento en el efecto dafiino de las particulas de
polvo de cuarzo producto del flujo constante existente en el SAC. Por dltimo, los
defectos en la pigmentacidon se encuentran asociados en gran medida a un atraso
general en el desarrollo de los embriones, lo que explica la nula cantidad de embriones
expuestos a polvo de cuarzo y sedimentos correctamente pigmentados en el BCC
{(Figura 25-A), los que exhibian una edad aparente significativamente menor respecto a

los controles (nunca superaron el estadio de 48 hpf).

En relacion a la formacion del limite entre cerebro medio y posterior (MHB) (24 h,
Figura 27), ambas variaciones al método clasico revierten totalmente los defectos en la
definicidn del limite entre cerebro medio y posterior, sugiriendo que este defecto es
producto del atraso o detencién del desarrollo provocado por la hipoxia o toxicidad, y

no una malformacion.
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Respecto a la correcta extensién de la notocorda (48 h, Figura 28), se observa
que ambas variaciones al método clasico revierten el drastico sfecto de los sedimentos
en el BCC, y que no existen grandes diferencias entre los tratamientos de los
embriones dentro de cada método. Sin embargo, llama [a atencién que sélo alrededor
del 50% de los controles del MVA presentan una extensién normal de la notocorda
(Figura 28-C). Esto se relaciona directamente con la menor proporcién de embriones
eclosionados en este estadio (48 hpf, Figura 21-C). Los embriones que permanecen
dentro de su corion un tiempo mayor al normal, exhiben una respuesta motora menos
vigorosa, en concordancia con lo observado respecto al movimiento (Figura 22-C).
Esto se observa en la incapacidad de los embriones eclosionados manualmente de
estirarse completamente durante los primeros minutos. Estos permanecen lateralmente
curvos (como si permanecieran dentro del corion) incapaces de nadar direccionalmente
y a velocidades normales, y se van estirando poco a poco a medida que intentan nadar
libremente, hasta alcanzar la configuracion perfectamente extendida que les permite

moverse correctamente.

El patrén de respuesta de las aletas pectorales (72 h, Figura 30) se encuentra
determinado en el BCC por el atraso de los embriones expuestos a polvos de cuarzo o
sedimentos, pues recordemos que no superan el estadio de 48 hpf, en el cual las
aletas pectorales se encuentran en forma de primordios dificiles de distinguir. Esto
explica la nula proporcion de embriones con aletas pectorales normales para su
estadio. Por su parte, ambas variaciones al método clasico revierten en forma similar
este defecto en los embriones expuestos a sedimentos. En relacién a los embriones

expuestos a polvo de cuarzo, una vez mas nos encontramos con el inconveniente del

tamafio de sus particulas y su efecto darino en el SAC, pues éstos presentan una
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menor proporcion de aletas normales (bajo la lupa se observan rasgadas, incompletas
0 contraldas, ver Figura S2 en el Anexo) que los expuestos a polvo de cuarzo en el

MVA,

5.3.2 Resumen ensayos de optimizacion

De todas estas observaciones se puede concluir que ambas variaciones al
método bicensayo de contacto clasico aqui descritas, generan una evidente
compensacion de la declinacion de oxigeno que resulta beneficiosa y Util para distinguir
los efectos en el desarrollo producidos por hipoxia de los producidos por toxicidad de
metales pesados.

El factor que distingue a ambas variaciones sin embargo, no guarda relacién con
los efectos de los sedimentos contaminados sobre los embriones, si no a los efectos de
lo que se esperaba fuera un control mas directo que la simple utilizacién del medio de
cultivo; el polvo de cuarzo. Los efectos observados de este “sedimento control” se
relacionan enormemente a su disposicion fisica, por lo que se recomienda atenerse
estrictamente al tamario de particulas recomendado en bibliografia a [a hora de realizar
bioensayos de contacto con cualquier tipo de sustancia; como también a su
composicion quimica, pues al no ser un polvo de cuarzo de nivel analitico, se observd
en éste una aitisima demanda quimica de oxigeno (Tabla 3).

Por ditimo, en’relacic')n a [a continuacion de esta investigacion, se decidi6 realizar
los experimentos en intervalo de pH utilizando el bioensayo de contacto con minimo
volumen de agua (MVA), tanto porque se observaron menos problemas respecto al
tamafio de las particulas de cuarzo y a su demanda de oxigeno, como porque se

observa una mayor proporcién de embriones expuestos a sedimentos con

caracteristicas normales de desarrollo. Ademas se consideraron ofros aspectos
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practicos relacionados con una mayor facilidad de manipulacién y mantencion del
montaje del sistema con minimo volumen de agua (MVA), respecto a la variacion con

sistema de aireacion constante (SAC).

5.3.3 Experimentos en valores_ de pH

Aparentemente, los embriones de pez cebra pueden desarrollarse sin problemas
dentro de cierto rango de pH &cidos, lo que se observa en la practicamente nula
diferencia significativa de las caracteristicas observadas entre los embriones expuestos
a E3 a pH 7, pH6 y pH5. La Unica diferencia encontrada reside en la formacién de
edemas, que aumenta levemente a medida que aumenta la acidez de! medio acuoso.

Tampoco se observan diferencias significativas entre los embriones expuestos a
sedimentos con medio a pH 7, pH 6 y pH 5, lo que sugiere que, al menos en el
sedimento muestreado, no aumenta significativamente la cantidad de metales disueltos
al disminuir el pH, lo que confirmaria la condicién de “buffer” que presentan los
sedimentos en general (Dillaha & Inamdar 1996).

Resulta interesante observar que la mayoria de los efectos observados se
manifiestan generando una diferencia significativa entre larvas control y tratadas en
estadios tardios (72 y 96 hpf); a excepcion de la formaciéon de edemas, caracteristica
que presenta diferencias significativas entre embriones y larvas control versus tratadas
a las 24 y 48 hpf, para luego desaparecer. Esto podria explicarse por el hecho de que
la formacion de edemas tiene relacion con defectos en el sistema circulatorio, por lo
que, una vez formado éste, las larvas pueden regular la disposicién de liquido en su

cuerpo,
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La diferencia entre embriones y larvas control versus tratados(as) en relacion a
los estadios observados en los que se observa diferencia, permite distinguir cuéles son
las caracteristicas que, en este caso, fueron las mas sensibles a la contaminacién por
metales:

1.- Caracteristica sensible s6lo en los primeros estadios observados (24 y 48
hpf}. formacion de edemas.

2.- Caracteristicas sensibles solo en los dos llfimos estadios observados (72 y
98). sobrevivencia, ojos, capsulas 6ticas, forma del corazén, frecuencia cardiaca,
circulacion sanguinea, HTA,

3.- Caracteristicas sensibles en todos los estadios observados: eclosion (24 a 95
hpf), pigmentacion (48 a 96 hpf), forma del saco vitelino (2 4 a 96 hpf), extensién de la
notocorda (48 a 96 hpf), movimiento espontaneo (24 hpf), movimiento en respuesta a
estimulo mecénico (48 a 96 hpf), aletas pectorales (72 y 96 hpf), aleta caudal(72 y 96
hpf}, protrusion de la mandibula (72 y 96 hpf), inflacidn vejiga natatoria (96 hpf).

4.- Caracteristica sensible en algunos de los estadios observados: estadio

aparente (no sensible a las 24 hpf; sensible en los demas: 48 a 96 hpf).

*Caracteristicas que no son sensibles a la presencia de metales pesados en
sedimentos con medio acuoso a distinto pH: formacion del MHB y somitos post-

extension del vitelo.

Esto permite sugerir que, con el objetivo de estandarizar la metodologia de
bioensayo de contacto, seria preferible hacer el ensayo evaluando los dos Ultimos
estadios (72 y 96 hpf); pues las diferencias observadas en los primeros estadios (24 y

48 hpf) probablemente tengan efectos en los estadios posteriores.
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Vi, CONCLUSIONES

Ambas variaciones al bioensayo de contacto clasico, bioensayo con sistema
de aireacidén constante y bioensayo con minimo velumen de agua, revierten
en gran medida los efectos de la declinacion de oxigeno sobre los
embriones, permitiendo distinguir entre los efectos producidos por hipoxia
de los producidos por toxicidad de metales pesados presentes en
sedimentos

La diferencia en la respuesta de los embriones entre ambas variaciones
pareciera referirse en mayor medida a las caracteristicas del supuesto
“sedimento control® (particulas de polvo de cuarzo de mayor tamafio al
adecuado,; alta demanda quimica de oxigeno), pues no existen mayores
diferencias en la respuesta de los embriones expuestos a sedimentos

La variacién MVA es mejor que la variacion SAC respecto al bioensayo de
contacto clasico, en relacién a la facilidad de manipulacién y mantencién del
montaje y menor efecto negativo del polvo de cuarzo sobre embriones y
larvas

Contrariamente a lo esperado, no se observan diferencias significativas

entre los embriones expuestos a sedimentos con medioapH 7, pH6ypH 5
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VIIL

a. Fichas de muestreo

ANEXO

Tabla $1. Tabla de observaciones en terreno, 1er muestreo, punto AD-Mar.

Fecha: 16/03/2011
Hora: 15:50

. Nacimiento Estero Los Ladrones,
Lugar de muestreo: VI Regién
Condiciones climaticas: Despejado y Soleado
Temperatura ambiente (aproximada); 28°C+1°C

Tipo de muestra:

Sedimento superiicial (10 cm)

Tipo de muestreo:

Puntual

Caracteristicas de la columna de agua
Color;

Olor:

Presencia de sélidos:

Profundidad:;

Pendiente:

Temperatura;
pH:

No

No

No suspendidos, si al remover
10-70 cm

Media

18°C+1°C
7,0+£05

Observaciones generales:

Estero de régimen intermitente.
Agua detenida en un pequefio
pozén ubicado entre arbustos en
zona de plantacién de pinos. Sin
perturbacién se aprecia
transparente, al tocar el fondo se
ve un polvillo café oscuro que
corresponde a sedimentos finos y
humus. Presencia de ramas y
hojas en la superficie del agua.
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Tabla S2. Tabla de observaciones en terreno, 1er muestreo, punto DD-Mar.

Fecha:

16/03/2011

Hora:

14:43

Lugar de muestreo:

Derrumbe Tranque de Relaves en
Estero Los Ladrones, Vil Regidon

Condiciones climaticas:

Despejado y Soleado

Temperatura ambiente:

28°C+1°C

Tipo de muestra:

Sedimento superficial (10 cm)

Tipo de muestreo:

Puntual

Caracteristicas de la columna de agua

Color:

QOlor:

Presencia de sodlidos:
Profundidad:
Pendiente:

Temperatura:
pH:

No

No

No suspendidos, si al remover
10-30 cm

Muy leve

18°C+1°C
7005

Observaciones generales:

Estero se separa en charcos,
Muestra tomada en un charco
amplio. Sin perturbacion se
aprecia transparente, al tocar el
fondo se ve un polvillo blanco que
corresponde a material de relave
depositado.
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Tabla $3. Tabla de observaciones en terreno, 2do muestreo, punto AD-Oct.

Fecha:

20/10/2011

Hora;

13:54

Lugar de muestreo:;

Estero Los Ladrones, VIl Region,
Aguas Arriba Trangue de Relaves

Condiciones climaticas:

Despejado v Soleado

Temperatura ambiente (aproximada):

27,0°C* 0,1°C

Tipo de muestra:

Sedimento superficial (10 ¢m)

Tipo de muestreo:

Puntual

Caracteristicas de la columna de agua

Color:

QOlor:

Presencia de sdlidos:
Profundidad:
Pendiente:

Temperatura;
pH:
Conductividad (uS/cm):

No

No

No suspendidos, si al remover
10-60 cm

Leve

17,3°C+ 0,1°C
7,30+ 0,01
284

Observaciones generales:

Estero caudaloso y poco profundo
de 1,5-2,5 metros de ancho. Se
observa abundante vegetacion en
ribera y fondo. Se observan
numerosos macroinvertebrados
(1-2 cm de longitud); también un
camaron de rio (5-6 cm de
longitud).
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Tabla $4. Tabla de observaciones en terreno, 2do muestreo, punto AD-Oct.

Fecha: 20/10/2011

Hora: 16.54

Derrumbe Tranque de Relaves en
Estero Los Ladrones, VIl Region

Lugar de muestreo:

Condiciones climaticas: Despejado y Soleado
Temperatura ambiente (aproximada): + 28°C

Tipo de muestra: Sedimento superiicial (10 cm)
Tipo de muestreo: Puntual

Caracteristicas de la columna de agua

Color; No

Olor: No

Presencia de sdlidos: No suspendidos, si al remover
Profundidad: 10-30 cm

Pendiente: Leve

Temperatura: 223°Cx 0,1°C

pH: 6,00+ 0,01

Conductividad (uS/cm): 285

Estero tranquilo y poco profundo
de 3 - 4 metros de ancho. Se
observa fondo gris por material de
relave depositado. Muy escasa
vegetacion en ribera y fondo. Se
observan algunos
macroinvertebrados pasar
flotando.

Observaciones generales:

b. Resultados quimicos polvo de cuarzo y sedimentos

Tabla $5. Resultados medicién de oxigeno en el medio acuéatico con polvo de cuarzo
y sedimentos, en un punto inicial y 24 h después. Se utilizaron 12 g de polvo de cuarzo
o sedimentos con 28 mL de ddHO; siguiendo la proporcién 3:7 sélido:liquido descrita en la
literatura para bioensayos de contacto (Keiter et al. 2010; Feiler et al. 2005)

0,
(mgiL)
Polvo de Cuarzo 6,32 — 1,79
Sedimentos (DD-Marzo) | 6,45, — 4,60,




c. Resultados quimicos metales pesados de sedimentos

Tabla S6. Resultados analisis quimicos de metales.
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Aguas Arriba (mg/K) Tranque-Mar (mg/K) Tranque-Oct (mg/K)
Total Labil Total Labil Total Labil
Cadmio (Cd) 14,93 9,219 107,869 13,508 108,347 15,111
Cobre (Cu) 115,056 44,646 1357,519 326,190 1454,564 378,638
Cromo (Cr) <LD <LD <LD <LD <LD <LD
Hierro (Fe) 29980,276 89,545 30096,618 | 1580,481 | 29720,280 2273,146
Niguel (Ni) <LD <LD <LD <LD <LD <LD
Plomo (Pb) 118,132 8,534 7406,311 | 3169,975 7533,168 3117,704
Metales pesados
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Figura S1. Metales pesados medidos, a la misma escala. Notar que el Hierro total
supera los limites del grafico (concentracion alrededor de 30.000 mg/Kg). Las
concentraciones correspondientes a Cromo y Niguel se encuentran por debajo del limite de
deteccion del método usado. T: Total; L: Labil.
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d. Foto extra, ensayos de optimizacion, bioensayo de contacto SAC.

Figura S2. Parte posterior del cuerpo de larvas de 48 hpf expuestas a polvo de
cuarzo. A) Aleta caudal contraida en la parte ventral. B) Aleta caudal rasgada. C) Aleta
caudal incompleta o totalmente contraida. Barra de referencia: 20 um.




