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CAPITULO 4. EVALUACION ECOTOXICOLOGICA MEDIANTE EL USO DE
BIOMARCADORES

1. INTRODUCCION

Actualmente, la contaminacion de los sistemas acuaticos es una de las amenazas mas
perceptibles, y la naturaleza de los contaminantes varia en las diferentes cuencas,
dependiendo de las actividades productivas y urbanas que se desarrollen en esa area
enfrentdndonos a un reto mayor al tratar de determinar las consecuencias de la amplia
ocurrencia de sustancias toxicas en ambientes naturales. Los ecosistemas acudticos, que se
encuentra particularmente en riesgo, consisten de un diverso entramado de especies
interactuantes, cada una con caracteristicas y habitats propios. Esta diversidad bioldgica,
otorga un reto mayor aun para la evaluacion de efectos ecotoxicologicos, debido a que cada
especie responde de manera diferente a los mismos compuestos o niveles de exposicion de
sustancias toxicas, por lo que para entender y tratar de predecir a tiempo la posibles
consecuencias de estas sustancias en las especies, se precisa un gran conocimiento de los
factores bioldgicos y ecologicos que determinan estas sensibilidades (Baird & Van den
Brink In press).

Si bien, el seguimiento de las caracteristicas de los ecosistemas acuaticos puede realizarse
de varias formas, dentro de las cuales se destacan: cambios en la calidad del agua (aumento
o disminucién en la concentracioén de ciertos componentes, caracteristicas o parametros del
cuerpo de agua receptor) y los efectos sobre los organismos (biota acuatica en el area). Los
primeros pueden ser evaluados a través de estudios de las caracteristicas fisico-quimicas de
las distintas matrices asociadas al cuerpo receptor (ej. Agua, sedimentos, biota, etc.), que si
bien entregan valiosa informacion relacionada con la estado y calidad de éstos, no entregan
una vision de los efectos de los sustancias en el cuerpo receptor y tampoco informacion
respecto de la biodisponibilidad de los potenciales agentes estresores.

Durante los ultimos afios, se ha intensificado la busqueda de métodos de estudio
innovadores tendientes a detectar los impactos sobre los ecosistemas acuaticos provocados
por la contaminacion derivada de las actividades humanas, con el objetivo de disefiar e
implementar medidas preventivas. En la ultima década, el uso y desarrollo de
biomarcadores han cobrado un interés creciente con el objetivo de evaluar el riesgo
(probabilidad de producir efectos adversos) de una sustancia o mezcla de sustancias
quimicas potencialmente toxicas. Particularmente, los biomarcadores de efecto se
constituyen en valiosos pardmetros indicativos de la presencia de sustancias exogenas o
cambios bioldgicos como respuestas a distintos xenobidticos (Adams et al. 1992; Gibbons
et al. 1995; West et al. 2006).

El fuerte desarrollo que ha experimentado el campo de la Ecotoxicologia ha proporcionado
un nuevo enfoque metodologico, el cual sustenta la hipotesis de que las respuestas
fisiologicas, bioquimicas y moleculares entregadas por organismos, poblaciones o
comunidades servirian como sefiales de la posible alteracion que esta sufriendo un
ecosistema afectado por actividades de origen antropogénico. Cada una de estas respuestas
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o bioindicadores representa una sefial integrada de los niveles de contaminacion en un area
determinada y de esta manera sirve como un indicador del riesgo toxicoldgico a que una
poblacion natural esta siendo expuesta (Van Straalen 2003; Orrego et al. 2005; Baird &
Van den Brink In press).

La gran fortaleza de esta innovadora metodologia, radica en el hecho, de que se elimina las
limitaciones de las estimaciones tradicionales de contaminacién ambiental, como las
mediciones de residuos quimicos en muestras bioldgicas y por sobre todo, relaciona los
efectos con su posible causa.

En el presente capitulo, se presentan los resultados obtenidos durante muestreo ictico en
distintas zonas del rio Cruces, expuestas y no expuestas a los efluentes domiciliarios, de
celulosa kraft y de productos lacteos, utilizando biomarcadores bioquimicos, respuestas
fisiologicas e indicadores de diversidad para evaluar el efecto de la exposicion de peces
nativos e introducidos a efluentes de aguas servidas e industriales en diferentes locaciones
de la cuenca del rio Cruces.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 RECOLECCION DE PECES

El estudio de campo fue conducido durante diciembre de 2006 en 10 sitios en el rio Cruces
(RC1-RC10), con tres sitios de referencia en zonas aguas arriba de la ciudad de Loncoche,
un sitio de muestreo bajo la descarga de efluentes provenientes del tratamiento de efluentes
domiciliarios, un sitio aguas arriba de la descarga de efluentes de la Planta Valdivia de
Arauco S.A., dos sitios aguas abajote la descarga de fluentes de celulosa y tres sitios en un
gradiente longitudinal en la zona de descarga de efluentes de Lacteos Valdivia de como se
aprecia en la Tabla 1.
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Tabla 1. Coordenadas de los sitios de pesca (diciembre de 2006).

Sitio Ubicacién Coordenadas

RC1 Sitio de referencia aguas arriba de la ciudad 72°33,483"; 39°22,532°
de Loncoche

RC2 Sitio de referencia aguas arriba de la ciudad 72°36,525"; 39°22,673"
de Loncoche

RC3 Sitio de referencia en un afluente sin nombre 72°38,4567; 39°22,173"
del rio Cruces

RC4 Sitio de impacto, aguas abajo de la descarga 72°39,062"; 39°22,694"
de aguas servidas de Loncoche

RC5 3 Km. aguas arriba de la descarga de la 72°52,811°; 39°33,388"
Planta Valdivia de celulosa Arauco S.A.

RC6 Area de directa influencia de fluente de 72°53,459"; 39953 545

celulosa y se encuentra ubicado a 200 m
aguas debajo de la descarga.

RC7 3 Km. aguas abajo de la descarga de la 72°54,184"; 39°32,948"
Planta Valdivia de celulosa Arauco S.A.

RCS8 Sitio aguas arriba de la descarga de 73°05,891°; 39°43,621°
efluentes de lacteos Valdivia

RC9 Sitio de descarga de efluentes de lacteos 73°06,390°; 39°43,494°
Valdivia

RC10 Sitio aguas abajo de la descarga de 73°07,437; 39°43,564"
efluentes de lacteos Valdivia

Las especies bioindicadoras son capaces de dar respuestas a los multiples estresores
ambientales relacionados con su nicho espacial y trofico. Naturalmente, la eleccion del
organismo sera relativa a la escala y el objetivo del proyecto en estudio.

Se realiz6 una evaluacion dirigida, entre el 9 y el 14 de diciembre de 2006, tanto en la zona
de Loncoche, como en la zona de la descarga de aguas de la planta Valdivia de celulosa
Arauco S.A. y Lacteos Valdivia. De esta forma, para la zona de Loncoche, se intensifico el
esfuerzo de pesca a las dos especies mas comunes presentes en la parte media/alta de este
tipo de rios y de las cuales poseemos informacion previa relativa a respuestas de
biomarcadores a potenciales contaminantes (Trichomycterus areolatus y Percillia gillissi)
sin dejar de identificar las otras especies que aparecieron y evaluar parametros de talla y
peso. Los peces fueron capturados al muestrear en rapidos (0.2-0.3 m/s aprox.), con una
profundidad de 0.2-0.4 m, con fondo de bolones (15 cms de diametro aprox.) y/o rapidos
someros (0.1-0.2 m/s aprox.), con una profundidad de 0.1-0.4 m, con fondo de bolones (15
cms de didmetro aprox.) y guijarros. Se colectaron los peces usando redes de bloqueo (6
mm apertura de malla) y una unidad de pesca eléctrica Halltech Electrofisher.

En la zona de Lacteos Valdivia, el rio se abre mas y posee menor pendiente, dando paso a
una zona potamal, con caracteristicas fisicas distintas, por lo que se procedid a capturar
individuos de la especie Cyprinus carpio, mediante redes agalleras, sin descartar otras
especies que aparecieran en la pesca. La mayoria de los peces identificados en terreno,
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pesados y medidos para luego devolverlos a los sitios de extraccion. Los individuos
sacrificados para las especies indicadoras fueron seleccionados sobre la talla de madurez
sexual, para T. areolatus y P gillissi (Manriquez et al. 1988; Habit & Belk 2006), mediante
corte espinal y medidos para largo total (+0.1 mm T. areolatus y P. gillissi; +0.1 cm C.
carpio), peso total (+0.01 g T. areolatus y P. gillissi; + 0.1 g C. carpio), peso de higado (+
0.01 g T. areolatus y P. gillissi; + 0.1 g C. carpio) y peso de gonadas (+ 0.01 g T. areolatus
y P. gillissi; + 0.1 g C. carpio), y las muestras de tejidos (higado, cerebro, gonadas) fueron
congeladas en nitrégeno liquido a -80°C, para el posterior andlisis de Biomarcadores a
distintos niveles de organizacion bioldgica. Para T. areolatus y P gillissi Tanto el higado
como las génadas se pesaron nuevamente en laboratorio (+ 0,0001 g), para corregir los
indices hepatosomaticos (IHS) y gonadosomaticos (IGS).

2.2 PARAMETROS ANALIZADOS
Los andlisis realizados fueron los siguientes:

Anélisis Indices Fisiologicos (IHS, IGS y K)

Analisis Actividad Acetilcolinesterasa (AChE) Cerebral
Analisis Actividad MFO

Genotoxidad

2.2.1. Analisis Indices Fisioldgicos (IHS, IGS y K)

indices fisiologicos de condicion derivados de medidas morfométricas como peso y
longitud, entregan una vision del estado general de salud estado del individuo. Dentro de
¢éstos tenemos los siguientes:

a) Factor de condicion (K) usado como una estimacion aproximada de la robustez de los
peces, dado que describe la relacion que existe entre la longitud del pez y su peso, por
lo que se relaciona directamente con la alimentacion, estado reproductivo y estrés a cual
se ha sometido.

K = (peso total * 100) / (longitud total)®

b) Indice Hepatosomatico (IHS) nos da una estimacion aproximada del estado de salud,
dado que describe la relacion entre el tamafio del cuerpo y el tamafio del tejido hepatico.

IHS = (peso higado * 100) / peso total
c) Indice Gonadosomatico (IGS) nos da una estimacion aproximada del estado de

madurez gonadal, dado que proporcional la relacion entre el tamafio del cuerpo y el
tamafio de la gonada.
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IGS = (peso gbnada * 100) / peso total

2.2.2. Analisis Actividad Acetilcolinesterasa (AChE) Cerebral

Las muestras de cerebro obtenidas fueron conservadas en nitrégeno liquido para su
transporte al Laboratorio de Biomarcadores del Centro EULA-Chile Universidad de
Concepcion, donde posteriormente fueron homogenizadas en tampéon TRIS/HCL 0,1 M,
0,1% Triton pH 8 en la proporcioén de Iml por 0,06 g de tejido; centrifugandose a 1000 rpm
por 10 min.

La actividad de la AChE cerebral fue analizada por el método de Ellman et al. (1961). Se
utilizd6 como substrato acetiltiocolina yodada y la subsecuente deteccion de la liberacion de
tiocolina por reaccion con 5,5-dithiobis (4cido 2-nitrobenzoico) (DTNB). Fue monitoreada
después de un periodo de 5 min. y registrada en un espectrofotémetro (Perkin-Elmer
UV/VIS) a 410 nm. La actividad fue expresada como pmol/min./mg de tejido (todos los
analisis se realizaron en duplicado).

2.2.3. Analisis Actividad MFO

Las muestras de higado obtenidas fueron conservadas en nitrégeno liquido para su
transporte al Laboratorio de Biomarcadores del Centro EULA-Chile Universidad de
Concepcion, las que posteriormente fueron homogenizadas en tampon Sacarosa 0,25 M
(pH 7,5) en la proporcion 1:5 (p/v), con un Potter-Elvehjem. Luego, estos homogenizados
fueron centrifugados a 9000 rpm por 20 min a 4°C, obteniéndose el sobrenadante post-
mitocondrial (PMS, Post Mitocondrial Supernatant).

Para medir la actividad de esta enzima se utilizé el sobrenadante postmitocondrial de las
muestras de higado. Se prepard inicialmente un estandar de resorufina (Sul en 3ml de
tampon TRIS 50mM pH 8,2), con la que se realiz6 una curva estandar desde 0,01 a 0,75
nmol/ml (leida en el fluorimetro Aex =522 y Aem = 586). La mezcla de reaccion (volumen
final 2,5 ml) se prepar6 afiadiendo a una alicuota de 100 pl sobrenadante (muestra) un
volumen de tampon TRIS-HCL 50mM + 25mM de MgCl,, 10 ul de 7-ethoxyresorufina
(EROD) (0,Img/ml de Dimetil-sulféxido) como sustrato. Iniciada la medicion, se agregan
10 ul NADPH 125uM. La actividad es medida espectrofluorimétricamente segin el método
de Lubert et al. (1985), en un espectrofluorimetro Perkin-Elmer LS 50B, a una longitud de
onda de emision de Aem= 586 nm y una longitud de onda de excitacion de Aex=522 nm
por un periodo de 5 min. a 25 °C. La actividad de esta MFO fue expresada en
pmol/min./mg de proteina. La concentracion de proteinas en el tejido hepatico fue medida
mediante el método de Bradford (1976).
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2.2.4. Genotoxicidad
2.2.4.1.Ensayo del cometa en eritrocitos de O. mykiss

Se realizo el ensayo del cometa en eritrocitos de O. mykiss, empleando la metodologia
descrita por Singh et al. (1988), con modificaciones menores. Los portaobjetos fueron
cubiertos con 100 pl de agarosa de punto de fusion normal (NMA) al 1%, disuelta en
Buffer fosfato salino (PBS) libre de calcio y magnesio e inmediatamente cubierto con un
cubreobjeto y refrigerados a 4°C por 10 min. Posteriormente se agregan 50 pul de agarosa de
bajo punto de fusion (LMPA) al 0.7 % en PBS mezclada con igual volumen de células
sanguineas, inmediatamente se cubre y refrigera a 4°C por 10 min. Finalmente se agregan
100 pl de agarosa NMA al 0.5% en PBS y se refriger6 a 4°C por 10 min.

Luego de la solidificacion de la agarosa, los portaobjetos son inmersos en una solucion de
lisis fria (2.5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris pH 12, 1% de Laurylsarcosinato de Na,
1% de Triton X-100 y 10% de DMSO) por 1 hora a 4°C. Después de la lisis los
portaobjetos son inmersos en un buffer de electroforesis (300 mM NaOH, 1mM EDTA, pH
10) por 20 min, para permitir el desenrrollamiento de la hebra de ADN (unwinding).
Pasado este tiempo se realiza la electroforésis a 15V y 180 mA, por 20 min. Luego los
portaobjetos son puestos en una placa de vidrio y cubiertos con buffer de neutralizacion
(0.4 M Tris, pH 7.5) por 5 min, este paso se repite tres veces. Finalmente se tifien con
Bromuro de etidio (20ug/ml).

Las células fueron analizadas en un microscopio de fluorescencia con un filtro de
excitacion de 515 nm y de emision 560 nm. Cincuenta células fueron analizadas por
duplicado para cada individuo.

2.2.4.2.Test del Microntcleos (MN) en frotis de sangre periférica de O. mykiss

La sangre para los frotis fue obtenida de la vena de la aleta caudal de los especimenes
estudiados. Luego de fijar los portaobjetos en etanol absoluto por 20 min., éstos son
secados al aire libre. Finalmente, los portaobjetos son tefiidos con solucion Giemsa al 10%
por 25 min.

Para el conteo de MN, los portaobjetos deben ser codificados y el recuento se realiza en
ciego. En cada portaobjeto se contabilizan 1000 células eritrocitarias por animal para luego
calcular la frecuencia de células micronucleadas en 1000 células.

Debido a que los eritrocitos de peces son nucleados, en cada portaobjeto, en este caso, se
contabilizan el nimero de MN presentes en 2000 células eritrocitarias por animal (analisis
por duplicado). Solo las células bien individualizadas, con nucleos y membranas
citoplasmaticas bien definidas fueron contabilizados (Mersh et al., 1996; Rodriguez-Cea et
al., 2003).
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2.3. ANALISIS ESTADISTICOS

Los test estadisticos se realizaron siempre entre individuos del mismo sexo y entre sitios de
descarga de efluentes y las zonas control o referencia, situadas aguas arriba de esta. Asi, se
analizo la normalidad de los datos mediante un analisis de varianza (ANOVA), para luego
mediante un test paramétrico (p < 0,05), determinar si existian diferencias significativas
entre los distintos tratamientos y el control y tiempo 0. Posteriormente los resultados fueron
confirmados a través de un test Tukey (p < 0,05).

En los casos en que la distribucion de los datos no fue normal, se procedié a la
transformacion de los datos para normalizar su distribucion. En aquellos casos en que se
violo los supuestos del ANOVA se utiliz6 un andlisis de varianza no paramétrico (Kruskal-
Wallis) evaluando la significancia de la hipotesis nula segiin el valor-P del estadistico H,
realizando las comparaciones con el test de U Mann-Whitney. Todos los test se efectuaron
considerando un limite de 95% de confianza.
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Valdivia, Los Lagos, Chile

L Image

Figura 1. Sitios de recoleccion de peces
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3. RESULTADOS

3.1. COMPOSICION DEL ENSAMBLE DE PECES

Los sitios muestreados no muestran grandes diferencias en sus habitats, dentro de las
dos distintas zonas estudiadas dentro del rio Cruces. Las estaciones RCI1-RC7,
corresponden a una zona de mayor pendiente y velocidad de corriente, junto con
profundidades y temperaturas menores, con un sustrato mucho mas grueso,
caracteristico de la zona ritral de los rios de Chile. Por otra parte los sitios RC8-RC10,
corresponden a ambientes de mayor profundidad, temperatura y turbidez, menor
velocidad de corriente, junto con sustratos mas finos y vegetacion acuatica presente, que
ademas posee una influencia de las mareas notable, caracteristico de la parte baja de la
zona potamal de los rio del sur de Chile (Tabla 2).

Durante la recoleccion de peces se capturaron un total de 7 especies diferentes en los
sitios de muestreo, de las cuales 5 estaban presentes en los sitios de la zona ritral (RCI1-
RC7) y tan solo 2 especies en la zona potamal del rio Cruces (RC8-RC10). De las
especies presentes, en la zona ritral solo T. areolatus y P. gillissi se presentaron en
todos los sitios de muestreo, con un aumento de su abundancia desde aguas arriba a
aguas debajo de la descarga de efluentes urbanos de la ciudad de Loncoche y planta
Valdivia de celulosa Arauco S.A., observandose un incremento en la abundancia de T.
areolatus en la zona de impacto y mayor dominancia en los sitios de mayor influencia
antropica (Tabla 3, Figura 2).

Por otra parte, en los sitios RC8-RC10, solo se recolectaron dos especies (Cyprinus.
carpio y Mugil. cephalus), y con una clara dominancia de C. carpio en esta zona del rio,
sobre todo en el sito cercano a la descarga del efluente industrial. La presencia en
numero y tamafo de esta especie (C. carpio) es un claro indicativo del deterioro del
sistema en esta zona del rio, pues la carpa comun presenta una amplio rango de
tolerancia a variables abidticas, asi como a compuestos nocivos para otras especies de
peces o fauna acompafiante, ademas de ser considerada una especie peste, por sus
habitos alimenticios y de comportamiento, junto con su gran capacidad de colonizacion
(Tabla 3, Figura 2).

Las caracteristicas del ensamble de peces en las dos distintas zonas muestreadas se
reflejan en los indices de diversidad ictiofaunistica, con una disminucion desde las
zonas de referencia a los sitios de impacto, tanto en la riqueza de especies (d: Margalef),
equidad (J': Pielou) y diversidad de Shannon (H') y cuya equidad va en disminucioén
con un aumento en el numero de individuos de una especie en la zona de descarga de
aguas urbanas de Loncoche y planta de celulosa Valdivia (aportada por T. areolatus) y
una disminucioén en la zona de descarga de efluentes industriales provenientes de la
planta de Lacteos Valdivia (Tabla 4).
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Tabla 2. Variaciones de las caracteristicas fisicas, quimicas y estructurales del habitat seleccionado en el rio Cruces.

Paradmetro Sitio de muestreo
RC1 RC2 RC3 RC4 RC5 RC6 RC7 RC8 RC9 RC10
Profundidad 40 40 30 100 20 20 20 150 150 120
media (cm)
Temperatura 13,8 16,3 13,7 17,2 20,4 17,8 19,8 21,5 23,7 21,3
(°C)
Conductividad 22 29 18 30 31 57 69 41 42 36
(1S)
pH 7,58 7,69 7,18 7,57 7,81 7,55 7,73 6,46 6,64 6,5
Solidos 14 14 9 13 15 28 73 21 21 19
disueltos
totales (ppm)
Tipo sustrato Bolon Bolon Bolén Bolon Bolén Bolén y Bolén Fango Fango Fango
gravilla
Vegetacion Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Presente Presente Presente
acuatica
Entorno al rio Vegetacion ~ Vegetacion ~ Vegetacion ~ Pastizales y Vegetacion  Vegetacion  Vegetacion  Vegetacion  Vegetacion ~ Vegetacion
nativa nativa 'y nativa 'y plantaciones  exdtica exotica, exotica nativa 'y nativa 'y nativa 'y
ganaderia carretera agricolas, planta de pastizales pastizales, pastizales
descarga de celulosa descarga de
efluentes de Valdivia efluentes de

aguas
servidas

planta
lechera
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Tabla3. Capturas totales (CPUE: * nimero de peces 50m?*/20min; + namero de peces en 50m”/1 noche) de la ictiofuna en ambientes de rapido
y pozon del rio Cruces, mediante pesca eléctrica y red agallera.

Especie Sitio de muestreo
RC1 RC2 RC3 RC4 RC5 RC6 RC7 RC8 RC9 RC10
*Diplomystes camposensis 44.4 12 133,3
*Trichomycterus areolatus 22,2 30 533,3 1133,3 8250 720 1987,5
*Percilia gillissi 74,1 132 466,7 200 1050 144 37,5
*Percichthys trucha 18
*Oncorhynchus mykiss 7.4
+Cyprinus carpio 1152 224 3850
+Mugil cephalus 384 384
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Figura 2. Composicion porcentual del ensamble de peces en los sitios de muestreo, rio
Cruces. (Ta: Trichomycterus areolatus; Pi: Percilia gillissi; Pt: Percichthys
trucha; Dc: Diplomystes camposensis; Om: Oncorhynchus mykiss; Cc:
Cyprinus carpio; Mg: Mugil cephalus).

Tabla 4. Diversidad ictiofaunistica de los sitios muestreo en el rio Cruces (basada en

CPUE).

ESTACION s? N® a2 i H'(log10)?
RCI 4 148,1 0,600 0,824 0,496
RC2 4 192 0,571 0,680 0,409
RC3 2 1000 0,145 0,997 0,300
RC4 3 1466,7 0,274 0,627 0,299
RCS 2 9300 0,109 0,509 0,153
RC6 2 864 0,148 0,650 0,196
RC7 2 2025 0,131 0,133 0,040
RCS 2 1536 0,136 0,811 0,244
RCY 1 224 0 0 0

RC10 2 4224 0,119 0,439 0,132

a
S: total de especies; N: total de individuos; d: riqueza de especies (Margalef); J': equidad (Pielou); H': diversidad de Shannon
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3.2.  ANALISIS INDICES FISIOLOGICOS

3.2.1. Descarga de efluentes domiciliarios de Loncoche

Al realizar un analisis de los parametros morfologicos de P. gillissi no se observa una
diferencia en la talla o peso en el total de los individuos entre sitios de muestreo, si bien
la talla y peso promedio es levemente mayor en el sitio directamente aguas abajo de la
descarga de efluentes urbano de Loncoche (RC4), no existen diferencias
estadisticamente significativas en este parametro o en el peso total (Tabla 6). Esto se
evidencia en el factor de condicion (K, Figura 3A), cuya variabilidad es tal que no se
observan diferencias significativas entre sitios, a pesar de observarse valores promedio
menores en el sitio de descarga. De igual forma no se evidencia un efecto en los peces
aguas abajo de la descarga, en el indice hepatosomatico (IHS) a pesar de que es algo
mayor en el sitio aguas abajo de la descarga de efluentes (Tabla 6), que sin ser
estadisticamente significativos, pueden sefialar una tendencia que debe ser ratificada.
Por otra parte, el indice gonadosomatico (IGS) exhibe valores promedio mayores en el
sitio de impacto, aunque sin diferencias estadisticamente significativas debido a la alta
variabilidad presente en los peces a la fecha de muestreo.

Al separar los datos por sexo, observamos que en las hembras de P. gillissi tanto la talla
como el peso total del sitio RC4 se encuentran por sobre la media para los sitios de
aguas arriba de la descarga aunque con un factor de condicion levemente menor (Tabla
5, Figura 3A). De forma contraria, el IGS e IHS (Figuras 4A y 5A) exhiben valores
mayores a la media para el area de estudio, aunque sin diferencias estadisticamente
significativas.

Lamentablemente no se recolectaron machos en el sitio de aguas debajo de la descarga
de aguas servidas de Loncoche para esta especie por lo que un analisis preciso debiera
ser ratificado con posteriores estudios, con datos reproductivos de esta especie, para
verificar su presencia.

En cuanto a los parametros analizados para Trichomycterus areolatus, no hay
diferencias significativas entre talla y peso total del sitio de impacto (RC5) con respecto
a las otras zonas muestreadas (Tabla 7), a pesar de que si se evidencia valores promedio
mayores tanto en talla como en peso de los individuos recolectados. En el total de
individuos se evidencia que el crecimiento es menos robusto que la mayoria de
individuos recolectados en las estaciones restantes (Tabla 7). Si bien, para el total de
individuos el IGS e IHS fueron mayores en el area bajo la descarga de efluentes (Tabla
7), no hay diferencias estadisticamente significativas con los otros sitios.

Al realizar el analisis por sexo, se observa en los machos la misma tendencia que para el
analisis mixto, con tallas mayores a la media y peso total superior al de cualquier otra
zona (Tabla 7), pero con una robustez, dada por el factor de condicion, medio a bajo
entre todos los sitios, es decir a igual talla presentan un peso menor al de los otros sitios
(Figura 3B). En cuanto al IGS, el area bajo la descarga (RC4) tienen valores medios-
altos entre las zonas (Figura 4B), y presentan valores de IHS medio-bajos con respecto a
las zonas de referencia (Figura 5B).
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La hembras por otra parte, presentan las tallas y peso total mas altos en RC4 (Tabla 7),
junto con un factor de condicidén (k) mayor al de los individuos aguas arriba de la
descarga del efluentes urbanos (Figura 3B, Tabla 7). Contrario a los machos, los valores
de IGS e IHS en los individuos de este sitio (RC4), son medios (IGS, Figura 5B) o
bastante mayores a los sitios aguas arriba de la descarga, presentando diferencias
estadisticamente significativas en este ultimo parametro (IHS, Figura 4B).

3.2.2. Descarga de efluentes de celulosa planta Valdivia, Arauco S.A.

Los parametros morfologicos de P. gillissi no presentan diferencias en la talla o peso en
el total de los individuos entre sitios de muestreo, si bien la talla promedio es levemente
mayor en el sitio directamente aguas debajo de la descarga de efluentes de celulosa
(RC6), no existen diferencias estadisticamente significativas en este parametro o en el
peso total (Tabla 6, Figura 3A). Esto se evidencia en el factor de condicion (K, Figura
3A), que es similar entre todos los sitios de muestreo para el total de los individuos,
observandose un patrén de crecimiento similar para todos los peces. Si bien estos
parametros no evidencian un efecto en los peces aguas abajo de la descarga, el indice
hepatosomatico es algo mayor en los dos sitios aguas abajo de la descarga de efluentes
(Figura 4A), que sin ser estadisticamente significativos, pueden sefialar una tendencia
que debe ser ratificada.

Al separar los datos por sexo, observamos que en las hembras de P. gillissi tanto la talla
como el peso total del sitio RC6 se encuentran dentro de la media para los sitios de
aguas arriba de la descarga aunque con un factor de condicion levemente menor. S6lo
en el sitio aguas abajo de la descarga (RC7) presenta valores menores de talla y peso
total (Tabla 6). De igual forma, el indice gonadosomatico (Figura 5A) se encuentra en la
media para el area de estudio. Por otra parte, el indice hepatosomatico (Figura 4A) es
mayor en la zona de impacto (RC6) y aguas debajo de la descarga de efluentes de
celulosa (RC7) para las hembras de P. gillissi.

Al contrario de las hembras, los machos de P. gillissi del sitios de impacto (RC5), a
pesar de no presentar diferencias significativas, tiene una talla y peso menor al
promedio (Tabla 6), pero un factor de condicién mayor el encontrado para los sitios de
referencia (Figura 3A). Por otra parte, tanto el indice gonadosomatico como el
hepatosomatico no presentan alteraciones con respecto a los sitios de referencia (Figuras
4A y 5A).
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Tabla 5. Parametros morfologicos ¢ indices fisiologicos (promedio + error std) de
Percilia gillissi en sitios de referencia y de descarga de efluentes
domiciliarios e industriales. ( ): tamafio de muestra. (Valores resaltados
indican zona de descarga de efluentes de aguas servidas y celulosa)

Sexo Sitio Largo total Peso Total(g) K IGS IHS
(mm)

Hembras RClI 59,1+4,4(2)  2,58+0,47(2) 1,240+0,049(2)  10,32+0,24(2) 1,68+0,41(2)
RC2 61,7+0,6(2)  2,88+0,26(2) 1,22740,078(2)  8,03+6,09(2) 2,61+0,67(2)
RC3 54,3+3,1(4) 1,89+0,43(4) 1,109+0,091(4)  9,16+1,51(4) 2,29+0,47(4)
RC4 63,7(1) 2,83(1) 1,095(1) 14,131(1) 2,801(1)
RC5 52,2+3,8(4)  2,31+0,56(4) 1,51+0,07(4) 5,58+1,76(4) 2,274+0,59(4)
RC6 56,2+2,4(4)  2,02+0,23(4)  1,147+0,108(4) 11,26+1,31(4) 3,155+0,514(4)
RC7 47,1(1) 1,43(1) 1,37(1) 10,99(1) 3,94(1)

Machos RCl1 75,1(1) 4,23(1) 0,999(1) 2,18(1) 0,82(1)
RC2 62,7+0,9(4)  2,64+0,19(4) 1,08+0,11(4) 13,96+6,89(4) 1,82+0,43(4)
RC3 54,4+5,6(3)  2,09+0,57(3) 1,226+0,043(3)  2,85+1,05(3) 1,29+0,18(3)
RC4 - -—- - - -
RC5 60,5+4,4(3)  3,15+0,58(3) 1,39140,039(3)  3,19+0,44(3) 1,67+0,24(3)
RC6 55,3+1,0(2) 2,22+0,13(2) 1,319+0,148(2)  3,19+0,43(2)  1,49+0,004(2)
RC7 - -—- - - -

Total RC1  55,6+3,7(11) 2,21+0,39(11) 1,156+0,033(11) 7,61+2,72(3) 1,39+0,37(3)
RC2  52,6+1,6(22) 1,85+0,16(22) 1,234+0,027(22) 11,98+4,79 2,08+0,36
RC3 54,3+2,7(7) 1,98+0,32(7) 1,159+0,056(7) 6,46+1,56 1,87+0,33
RC4 63,7(1) 2,83(1) 1,095(1) 14,131(1) 2,801(1)
RC5 55,8+3,1(7)  2,67+0,41(7) 1,460+0,047(7) 4,56+1,07 2,01+0,35
RC6 56,1+1,5(6)  2,26+0,20(6) 1,245+0,043(6) 8,57+1,89 2,60+0,48
RC7 47,1(1) 1,43(1) 1,369(1) 10,99(1) 3,94(1)
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Tabla 6. Parametros morfologicos e indices fisiologicos (promedio + error std) de
Trichomycterus areolatus en sitios de referencia y de descarga de efluentes
domiciliarios e industriales. (Valores resaltados indican zona de descarga de
efluentes de aguas servidas y efluentes de celulosa).

Sexo Sitio  Largo total Pesototal (g) K 1GS IHS
(mm)
Hembras RC1 - - --- - ---
RC2 89,6+1,7(2)  4,05+0,71(2) 0,559+0,067(2) 12,44+8,91(2)  1,69+0,14(2)
RC3 90,7(1) 4,31(1) 0,578(1) 12,67(1) 3,00(1)
RC4 87,5+3,8(7)  4,41+0,59(7) 0,634+0,013(7) 14,34+3,00 3,46+0,26
RC5  73,3+1,3(10) 2,45+0,11(10) 0,628+0,036(10) 6,89+1,611(10) 2,32+0,26(10)
RC6 71,4+3,3(7)  2,32+0,20(7) 0,641+0,044(7)  10,25+2,59(7)  2,09+0,27(7)
RC7  73,642,1(13) 2,64+0,18(13) 0,660+0,023(13) 9,12+1,72(13) 2,67+0,17(13)
Machos RCl1 - - -— -— -—
RC2 — — - - -
RC3 57,4+1,3(4) 1,19+0,04(4) 0,633+0,025(4) 0,59+0,16(4) 1,35+0,68(4)
RC4 81,4+4,9(3) 3,243+0,63(3) 0,583+0,017(3) 1,23+0,01(3) 0,97+0,05(3)
RC5 64,8+5,9(3) 1,89+0,38(3) 0,691+0,049(3) 0,43+0,12(3) 1,29+0,25(3)
RC6 55,8+4,2(3) 1,19+0,31(3) 0,654+0,039(3) 0,65+0,29(3) 0,94+0,08(3)
RC7 67,4+0,9(4) 1,91+0,04(4) 0,628+0,039(4) 0,69+0,12(4) 0,84+0,18(4)
Total RC1 60,0+4,0(3) 1,30+0,17(3) 0,601+0,041(3) - —
RC2 68,9+8,6(5)  2,52+0,73(5) 0,708+0,061(5) --- ---
RC3 57,6+5,2(8) 1,42+0,42(8) 0,668+0,043(8) 3,00+2,42(5) 1,68+0,39(5)
RC4  75,5+3,7(17) 3,04+0,41(17) 0,639+0,014(17) 11,56+2,93(9)  2,71+0,42(9)
RC5  58,9+1,3(55) 1,41+0,09(55) 0,623+0,019(55) 5,40+1,46(13) 2,09+0,24(13)
RC6 60,5+1,7(30) 1,49+0,11(30) 0,654+0,015(30) 7,37+2,30(10) 1,75+0,26(10)
RC7  62,0+1,5(45) 1,90+0,13(45) 0,667+0,013(45) 7,58+1,62(17) 2,24+0,24(17)

3.2.3. Descarga de efluentes industriales, Lacteos Valdivia.

En cuanto a los parametros analizados para Cyprinus carpio, no se observaron
diferencias en la talla o peso de los individuos en el total de estos, presentando valores
medios entre los tres sitios muestreados. El factor de condicion fue similar en todos los
sitios, mientras que el IGS e IHS estuvieron por debajo de la media para el sitio de
impacto (Tabla 8).

Si separamos los datos por sexo, podemos observar que las hembras poseen tallas, peso
total y factor de condicion (k) medios con respecto a los sitios aguas arriba y abajo de la
descarga de efluentes (Tabla 8, Figura 3C). Tanto el IGS como el IHS exhiben valores
promedio inferiores a los observados en los sitios de referencia, aunque ningun
parametro observado present6 diferencias estadisticas.

Por su parte, los machos presentaron tendencias similares a las hembras en cuanto a
tallas, peso y factor de condicion, con valores medios entre todos los sitios de muestreo
(Tabla 8, Figura 3C). De igual forma el IGS presentd valores promedio inferiores a los
observados en los sitios de referencia y el IHS valores medios, sin diferencias
estadisticas en ningun pardmetro observado.
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Tabla 7. Parametros morfologicos ¢ indices fisiologicos (promedio + error std) de
Cyprinus carpio en sitios de referencia y de descarga de efluentes de Lacteos
Valdivia. (Valores resaltados indican zona de descarga de efluentes de

Lacteos Valdivia)

Sexo Sitio  Largo total Peso total (g) K IGS IHS
(cm)

Hembras RC8 48,2(1) 3538,6(1) 3,16(1) 4,4205(1) 0,6942(1)
RC9  47,6+6,5(3) 3787,4+1384,0(3) 3,16+2,37E-06(3) 1,43+0,69(3) 0,59+0,15(3)
RC10 52,8(1) 4651,5(1) 3,16 (1) 3,09(1) 0,61(1)

Machos RC8  49,7+2,2(2)  3902,1+515,5(2)  3,16+1,25E-06(2) 1,77+0,16(2)  0,58+0,04(2)
RC9  48,0+3,9(4) 3701,2+817,3(4) 3,16+1,57E-06(4) 1,22+0,35(4) 0,62+0,07(4)
RC10  43,6+2,5(9) 2808,8+389,8 3,16+8,88E-07(9)  1,35+0,20(9)  0,64+0,08(9)

Total RC8  49,2+1,4(3) 3780,9+321,4(3) 3,16+1,24E-06(3)  2,66+0,89(3)  0,62+0,04(3)
RC9  478+3,2(7) 3738,1+681,8(7) 3,16+1,23E-06(7) 1,31+0,32(7)  0,61+0,32(7)
RC10 44,5+2,4(10) 2993,1+365,8(10) 3,16+0,07(10) 1,5240,25(10)  0,64+0,07(10)
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Figura 3. Factor de condicion (promedio + error std). A: Percilia gillissi; B:
Trichomycterus areolatus, C: Cyprinus carpio
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3.3.  ANALISIS ACTIVIDAD ACETILCOLINESTERASA (ACHE) CEREBRAL

3.3.1. Descarga de efluentes domiciliarios de Loncoche y de celulosa planta
Valdivia, Arauco S.A.

La actividad de colinesterasa cerebral en ambas especies (Figura 6A y B) se mantiene
en un rango de amplia variabilidad entre los sitios de muestreo, sin diferencias
estadisticamente significativas en el analisis. El analisis por sexo, nos sugiere una
actividad de AChE cerebral, similar para machos y hembras, presentandose
indistintamente valores mayores o menores en ambos sexos en Percilia gillissi y
Trichomycterus areolatus. En los individuos recolectados en la zona de descarga de
efluentes urbanos de Loncoche, a pesar de observarse valores promedio inferiores (P.
gillissi), no existen diferencias estadisticamente significativas con respecto a los sitios
de referencia, pues la variabilidad de la actividad de esta enzima es muy alta, ademas de
la gran capacidad de recuperacion de este sistema, siempre y cuando no llegue a los
umbrales (Figura 6 A y B).

3.3.2. Descarga de efluentes industriales, Lacteos Valdivia

En cuanto a la zona de descarga de efluentes industriales, los machos de C. carpio
presentan valores promedio inferiores a los otros sitios, mientras que las hembras
exhiben una actividad de colinesterasas cerebrales promedio entre sitios. En ambos
casos no se aprecian diferencias estadisticamente significativas (Figura 6 C).
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Figura 6. Actividad AChE cerebral (promedio + error std). A: Percilia gillissi; B:
Trichomycterus areolatus, C: Cyprinus carpio.
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3.4. ANALISIS ACTIVIDAD MFO

3.4.1. Descarga de efluentes domiciliarios de Loncoche y de celulosa planta
Valdivia, Arauco S.A.

La actividad CYP4501A1 de Percilia gillissi, cuantificada mediante analisis de
induccion de actividad EROD, evidencia una alta variabilidad dentro de los distintos
sitios de muestreo. En el sitio de descarga de efluentes urbanos, existe una leve
tendencia al incremento de la actividad EROD para ambas especies recolectadas en
alguno de los sexos analizados. Asi, para las hembras de P. gillissi se observa una
tendencia al alza de la actividad detoxificadora desde RC2 a RC4, aunque con valores
bastante bajos, y sin diferencias estadisticamente significativas (Figura 7A). En la zona
de descarga de efluentes de celulosa, s6lo en los machos se observa esta tendencia al
aumento de la actividad EROD desde la RC2 a la zona de impacto (RC6), y solo este
sitio presenta diferencias estadisticamente significativas en la actividad EROD, con
respecto a los demas sitios, pero no con respecto al sitio RC1, que corresponde a un
sitio de referencia (Figura 7A).

Por su parte T. areolatus presenta valores promedio de actividad EROD similares entre
sexos, aunque la variabilidad de las hembras es marcadamente mayor. En la zona de
Loncoche las hembras no presentan diferencias con los otros sitios, mientras que los
machos recolectados presentan promedios mayores y diferencias estadisticamente
superiores en el sitio de descarga de aguas domiciliarios (Figura 7B). Por su parte, en la
zona de influencia de efluentes de celulosa, se observa una disminucion de la actividad
EROD en el sitio de impacto (RC6), tanto para machos como hembras. A pesar de que
los valores son relativamente mas bajos, no se aprecian diferencias significativas en las
hembras de esta especie. Este valor se observa mayormente inhibido en los machos del
sitio RC6, aunque sin diferencias estadisticamente significativas, sobre todo con
respecto al sitio aguas arriba de la descarga (RC5), con el cual si presenta valores
significativamente mas bajos (Figura 7B).

3.4.2. Descarga de efluentes industriales, Lacteos Valdivia.

Para la descarga de efluentes industriales, la situacion es similar. Los machos de C.
carpio presentan valores similares a los otros dos sitios, mientras que las hembras
exhiben valores promedio de actividad EROD muy superiores a los otros sitios, pero
con una variabilidad tan alta que no permite diferencias estadisticas en el analisis
(Figura 7C).
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Figura 7. Actividad EROD hepatica (promedio + error std) A: Percilia gillissi; B:
Trichomycterus areolatus, C: Cyprinus carpio. (ANOVA p<0,05, letras
similares indican ausencia de diferencias estadisticamente significativas).
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3.5 FLUORESCENCIA BILIAR TOTAL

Debido a el volumen de muestra requerido para este analisis, solo se analizaron las bilis
de los individuos de C. carpio obtenidos en los sitios RC8-RC10. En la figura 8 se
observa la Fluorescencia total biliar (tres metabolitos principales, Pireno, Benzo (a)
pireno y Naftaleno), en los cuales no se aprecian diferencias estadisticamente
significativas, es mdas se observa una menor Fluorescencia de los metabolitos en el sitio

de descarga directa del efluente proveniente de la plantas de Lacteos Valdivia (Figura
8).

500 - I Pireno
[ Benzo (a) pireno
I Naftaleno

400 A

300 A

100

0 .—|:|I l_|:|_|_'_|:|_|
RC5 RC6 RC7

Sitios de muestreo
Figura 8. Fluorescencia biliar total, UAF (promedio + error std) Cyprinus carpio.

Fluorescencia (UAF)

3.6 GENOTOXICIDAD

El ensayo del cometa no reveld dano clastogénico en eritrocitos nucleados en ninguna
de las especies evaluadas. Por otra parte el test de micronucleos no muestra un
incremento en la frecuencia de micronucleos en eritrocitos nucleados provenientes de
las 7 estaciones del rio Cruces.
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C

Figura 9. Nucleos de Eritrocitos sometidos al ensayo del cometa. A: Trichomycterus
areolatus, B: Percilia gillissi, C: Cyprinus carpio. Muestras tefiidas con
bromuro de etidio.

Figura 10. Eritrocitos nucleados sometidos al Test de micronticleos. Cyprinus carpio.
Frotis sanguineos tefiido con Giemsa (aumento 400X).
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4. DISCUSION

4.1. DIVERSIDAD

Existe una disminuciéon en el nimero de especies que se encuentran en los sitios de
referencia (D. camposensis y O. mykiss) y que son tipicas de ambientes de velocidades
moderadas y bajo contenido de materia organica (Habit & Victoriano 2005), con un
aumento del numero de Trichomycterus areolatus en el sitio de descarga de efluentes
urbanos. Estas alteraciones podrian estar reflejando un empobrecimiento de la
ictiofauna en la cuenca del rio Cruces, tanto en su riqueza de especies como en la
abundancia de estas en las zonas de muestreo con mayor influencia antrépica, lo que
representa un efecto a largo plazo caracteristico (Wolter et al. 2000 fide Habit et al.
2005).

La disminucion en los indices de riqueza de especies y diversidad de Shannon desde los
sitios de referencia a los sitios aguas abajo, con mayor influencia humana son evidencia
de un deterioro del ecosistema dulceacuicola y resultaron ser contrarios a los patrones
normales en los rios, donde la abundancia aumenta junto con el caudal de los rios (Habit
et al. 2006). En el sitio de descarga de efluentes urbanos existe un aumento en la
abundancia y dominancia de dos especies (T. areolatus y P. gillissi), pero de igual
forma se recolectaron individuos de D. camposensis, una especie denominada “clave”
en los ensambles de peces chilenos (Habit 2007, comentario personal). Por su parte el
estudio de la Universidad Austral de Chile (2005) encontr6 hasta 7 especies aguas
arriba de la descarga y hasta ocho especies de peces aguas debajo de la descarga de
similares condiciones a las del RC5 y RC6, mientras la linea de base de ARAUCO S.A.
planta Valdivia (fide Universidad Austral de Chile 2005), arrojé resultados muy
inferiores en sitios similares, con maximos de 4 especies, tanto en sitios aguas arriba de
la descarga como aguas debajo de ésta. Valores en ambos casos, superiores a los
encontrados en el presente estudio.

A pesar de que las especies encontradas en la parte media-alta del rio Cruces son
mayoritariamente nativas, demostrando un grado de alteracion menor al de otros
sistemas intervenidos, en los cuales la presencia y extension de especies exoticas
tolerantes como Gambusia affinis y Cyprinus carpio es considerablemente mayor
(Habit et al. 2006; Dyer et al. 2003, Gafny et al. 2000), la presencia de T. areolatus y P.
gillissi en ambientes alterados (Habit & Parra 2001, Habit et al. 2002), es una evidencia
mas de la diferencia en el status no tan desfavorable, de los sitios muestreados aguas
debajo de la descarga de efluentes en la zona ritral del rio Cruces, dada la capacidad
colonizadora de estas especies en estos habitats (Habit et al. 2002).

Dados los antecedentes, no se puede arrojar una conclusion definitiva a la variacion en
la composicion de ictiofauna en este tramo del rio Cruces y se recomienda corroborar
los resultados.

La alteracion del sistema acuéatico en la parte baja del rio Cruces es aiin mayor, dada por
los indices de riqueza de especies y diversidad de Shannon, muy inferiores a los de los
sitios de aguas arriba, y contrarios a la teoria (Habit et al. 2006). De igual forma, se
considera a C. carpio es una de las 100 Especies Exoticas Invasivas (EEI), mas dafiinas
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de acuerdo a la Global Invasive Species Database (2006) (disponible en
http://www.issg.org), debido a sus habitos alimenticios, a que remueven constantemente
el substrato, su tolerancia a calidades de agua deterioradas y gran capacidad
reproductiva, lo que en conjunto las ubica en condiciones favorables de competencia
frente a especies nativas de peces.

Cyprinus carpio se encuentra abundantemente en rios enriquecidos por descargas
industriales o domiciliarias, o con aporte substancial de escorrentia desde zonas
agricolas, siendo ausente en aguas claras, frias y en rios con gradiente muy elevado
(Trautman 1981, Nico 1999). De habitos betopelagicos, se encuentra preferentemente
en aguas estancadas o de baja velocidad de corriente, con fondos de arena y/o
sedimentos mas finos, encontrandose de igual forma en estuarios de aguas salobres y
bahias (Barus et al. 2001). Para Chile, C. carpio se ha encontrado en elevadas
abundancias y dominancia en lagos costeros con ambientes de elevada trofia (Parra et
al. 2002), al igual que el incremento de esta especie, junto con el desplazamiento de
peces nativos en zonas de pozones del rio Biobio bajo influencia de efluentes de
celulosa (Habit et al. 2006b), pero no existen datos cuantitativos que correlacionen la
presencia o aumento de abundancia/rango de distribucion de C. carpio en estas zonas
con la desaparicion de habitat o ictiofauna nativa.

4.2. PARAMETROS FISIOLOGICOS

Tanto para la descarga de efluentes urbanos como para la descarga de efluentes
industriales observamos que los machos y hembras de las tres especies tienen
comportamientos distintos para el factor de condicion a lo largo del tramo estudiado en
la cuenca del rio Cruces. Lamentablemente no se obtuvo individuos machos en el sitio
de descarga de efluentes urbanos de Loncoche, pero en las hembras de T. areolatus se
observa una tendencia al alza en el valor del factor de condicién conforme bajamos por
el rio hasta llegar al sitio de impacto (RC4). Las hembras de P. gillissi y machos de T.
areolatus poseen una amplia variabilidad a lo largo de la zona de muestreo, con valores
mucho mayores para las Carmelitas en el sitio de descarga de efluentes urbanos (RC4) y
efluentes de celulosa (RC6), mientras que los bagres machos presentan valores
promedio con una tendencia a disminuir con respecto a los sitios de referencia. Por otra
parte, las carpas (hembras y machos) presentan valores similares entre sitios. Los
valores de factor de condicion no tienen diferencias significativas entre el sitio de
descarga de efluentes y los sitios de referencia para ninguna de las tres especies,
descartandose una alteracion del uso y almacenamiento de energia en los peces, a pesar
de que las carmelitas y bagres presentan tallas y pesos mayores a los sitios de referencia
(machos y hembras, RC4 y RC6), mientras que las carpas (RC9) exhiben valores
menores, pero todas las especies poseen factores de condicion que tienen valores
promedio (Munkittrick et al. 2000). La presencia de un niimero mayor de bagres y de
mayores tallas en el sitio de la descarga de efluentes domiciliarios (RC4), puede deberse
a un enriquecimiento de la zona o por falta de habitat para individuos de tallas menores,
lo que resulta como una respuesta similar a lo que generalmente se reporta para los
sitios aguas abajo de plantas tratamiento de aguas servidas, que presentan individuos de
mayor talla y peso, junto con higados mas grandes, debido a un efecto indirecto en la
trama trofica provocado por el aumento en los niveles de nutrientes, mientras que en la
zona de descarga de efluentes de celulosa se observa este fenomeno en el sitio aguas
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arriba de la descarga (RC5), puede deberse a un enriquecimiento de la zona por fuentes
difusas o por falta de habitat para individuos de esas tallas en el sitio mas cercano a la
descarga y aguas abajo de este, debido a una mayor tasa de relleno del sustrato, lo que
resulta como una respuesta contraria a lo que generalmente se reporta para los sitios
aguas abajo de plantas de celulosa, que presentan individuos de mayor talla y peso,
debido a un aumento de la temperatura y/o a un efecto indirecto en la trama trofica
debido al aumento en los niveles de nutrientes (Galloway et al 2003, Gibbons et al.
1998). Se observa un aumento del IHS solo en las hembras de P. gillissi y T. areolatus
que poseen valores en promedio mayores en la zona de impacto de efluentes
domiciliarios (RC4), pero que solo son significativamente superiores en T. areolatus.
Para otros estudios en zonas de descarga de efluentes de celulosa (McMaster et al. 1991,
Munkittrick et al. 1991, Munkittrick et al. 1992), se observan patrones similares, con
menor talla, peso, disminucioén de IGS y aumento del IHS, este ultimo parametro so6lo se
observa en las hembras de P. gillissi que poseen valores, a pesar de no ser
significativamente diferentes, mayores en promedio en la zona de impacto y aguas
abajo, mientras que para los machos de esta especie y ambos sexos de T. areolatus el
IHS no varia con respecto a los sitios de referencia. Por otra parte para los machos de T.
areolatus (RC4) y para ambos sexos de C. carpio el IHS presenta valores medio-bajos
con respecto a los sitios de referencia. El IGS no tiene una variacion relevante con
respecto a los sitios de referencia para ambos sexos de C. carpio (RC9) y las hembras
de P. gillissi, aunque estas ultimas poseen un leve aumento del tamafio gonadal en el
sitio de impacto (RC4 y RC6) con respecto a los sitios de referencia. Por su parte, T.
areolatus no presenta variacion estadistica en el IGS de machos y hembras, debido a la
gran variabilidad de las zonas de referencia, si se observa un pequefio aumento en el
sitio RC4 y RC6. Esta variabilidad puede deberse a la época de recoleccion, ya que
Manriquez y colaboradores (1998), reportan diciembre como época de desove-
postdesove en la cual podriamos tener individuos aun en estado de gravidez, mientras
otros individuos ya habrian desovado. Si bien no fue posible estimar efectos
reproductivos directos, se aprecia una disminucién en la captura de Carmelitas en el
sitio RC4, y un aumento de Bagres en el sitio RC4 (como CPUE, Tabla 4), reflejando
un cambio de las condiciones, mas favorable para los bagres. Por su parte la ausencia de
alteraciones en los parametros de C. carpio puede deberse a su gran tolerancia a
condiciones abiodticas desfavorables, asi como a compuestos que para otras especies
pueden ser toxicos (Barus et al. 2001; Habit et al 2006).

4.3.  ACTIVIDAD ACETILCOLINESTERASA (ACHE) CEREBRAL

La enzima acetilcolinesterasa (AChE) cerebral, responsable de modular la inervacion de
la acetilcolina en las terminaciones nerviosas, previniendo un continuo impulso
nervioso, lo que es vital para el funcionamiento de los sistemas sensoriales y
neuromusculares (van der Oost et al 2003). La liberacion intencional o involuntaria de
diferentes compuestos a la naturaleza (i.e. pesticidas organofosforados y/o carbamatos)
puede provocar alteraciones neuroldgicas. No solo los pesticidas anteriormente
nombrados son inhibidores de esta enzima, sino que existen variadas mezclas complejas
de contaminantes que pueden tener efectos neurotoxicos similares, como lixiviados de
madera poseen capacidad inhibitoria de la actividad AChE, que bien podrian
encontrarse en los efluentes urbanos o por escorrentia en la subcuenca. Este efecto no se
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observa en el estudio de campo, por lo que no se puede atribuir una actividad
neurotoxica al efluente de aguas servidas de Loncoche o de la planta Lacteos Valdivia.

4.4. AcTIVIDAD MFO

La actividad EROD se ha usado por mas de tres décadas como un parametro indicador
de la exposicion a descargas de efluentes (Soimasou et al. 1998), sirviendo como
indicador de la exposicién a ligandos AhR (Kloepper-Sams & Benton 1994). Si bien, el
incremento de la actividad EROD es una tipica respuesta de los peces expuestos a
distintas concentraciones de los efluentes o en distintas zonas de la pluma de las
descargas en distintos sistemas acuaticos (Adams et al. 1996, Ahokas et al. 1994, Jones
et al. 1995, Munkittrick et al. 1991), se observa una respuesta diferencial en las tres
especies estudiadas.

Los individuos de Percilia gillissi (hembras) exhiben una tendencia, sin diferencias
estadisticamente significativas, al aumento en la actividad EROD desde RC2 a RCS,
pero con valores muy por debajo a los obtenidos en el primer sitio de muestreo (RC1),
mientrasque los machos tienes valores superiores tanto en el primer sitio de referencia
(RC1) como en el sitios de descarga de efluentes de celulosa (RC6). Por su parte
Trichomycterus areolatus posee actividades EROD en machos en el sitio de impacto de
efluentes domiciliarios (RC4) muy superiores a los demas sitios de referencia, mientras
que en la zona de descarga de efluentes de celulosa (RC6), esta actividad se ve muy
deprimida. Las hembras por su parte poseen una tendencia a valores mayores desde
aguas arriba de la descarga hacia el sitio de impacto, aunque sin presentar diferencias
estadisticamente significativas, debido a la amplia variabilidad en la respuesta de las
hembras de esta especie. Por su parte, Cyrpinus carpio evidencia valores promedio sin
diferencias en los machos, pero mayores para las hembras en la zona de descarga de
efluentes de Lacteos Valdivia, aunque sin diferencias significativas entre sitios de
muestreo.

Hugla y colaboradores (1995) nos indican una clara diferencia en la actividad EROD
entre especies de peces, sobretodo en especies bentonicas, cuando los contaminantes se
asocian mas al sedimento y pueden ingerirse directamente o a través de la dieta. De
esta forma, era de esperarse una mayor actividad EROD en T. areolatus y C. carpio que
en P. gillissi, pero se observan valores tan solo levemente mayores en los machos y
hembras de las especies bentdnicas en los sitios de impacto directo de la descarga de
efluentes domiciliarios y plantas de productos lacteos, y es mas una inhibicion de esta
actividad en la zona de descarga de de efluentes de celulosa. Este hecho podria deberse
a que a un tiempo de exposicion mayor resulta en una actividad catalitica reducida del
CYP1A en los individuos, ya que una vez inducida la actividad y es capaz de
metabolizar las sustancias quimicas, la enzima declina a un estado estacionario
(Munkittrick et al 1995, Whyte et al 2000). Por otra parte, el estado reproductivo de
los peces podria afectar los resultados de los analisis, tal cual lo resaltan Stegeman &
Hahn (1994), “la actividad EROD es mayor y mas similar en peces machos activos
reproductivamente, inactivos  reproductivamente 'y en hembras inactivas
reproductivamente”. Se ha observado que la actividad EROD declina hacia la ovulacion
y aumenta en el periodo de desove (Elskus et al. 1989; Larsen et al. 1992, Arukwe &
Gokser 1997), caso en el cual pueden estar los individuos hembra de C. carpio y T.
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areolatus. Esta variacion de la actividad EROD se relaciona con los altos niveles de
estradiol (E;) en las hembras en desove (Arukwe & Gokser 1997, Stegeman et al.
1992). Esta actividad es evidencia de que en los efluentes podrian existir compuestos
capaces de activar la maquinaria detoxificadora. De esta manera, los valores de
actividad EROD registrados en la zona de descarga de efluentes de celulosa pueden
variar con la actividad hormonal propia de los peces o debido a compuestos
xenoestrogenos, que imitan los niveles de E; y pueden modificar la actividad EROD por
el mismo mecanismo del E, en las hembras. Otros investigadores han evidenciado esta
respuesta en Ictalurus punctatus (Schlenk et al. 1997) y en Salmo salar (Aruwke et al.
1997), con reducciones significativas de actividad EROD en individuos inyectados con
compuestos conocidos con actividad estrogénica. Asi bien, la actividad EROD de los
peces examinados, a pesar de que en la mayoria de los casos no presenta diferencias
significativas, puede estar enmascarada por efectos de E; en el desove o por compuestos
xenoestrogénicos en los sedimentos, sobre todo en T. areolatus.

4.5, GENOTOXICIDAD

El objetivo general de este estudio fue evaluar si existe algin grado de dafio genotoxico
en eritrocitos nucleados de algunas especies de peces nativos e introducidos que habitan
a lo largo del rio Cruces. Dado el tamafio de los peces nativos seleccionados para el
sacrificio y el volumen de sangre que fue posible extraer se utilizo so6lo una técnica muy
sensible que permite detectar de manera rapida y confiable si existe algin grado de dafio
sobre el ADN, mientras que en el caso de C. carpio se utilizaron 2 ensayos diferentes
para la evaluacion.

El test o ensayo del cometa alcalino (pH>13) detecta, no solo la rotura de la hebra, sino
multiples clases de dafio del ADN vy sitios de reparacion incompleta del ADN. Si las
células expuestas son sometidas a electroforesis, los fragmentos de ADN migran fuera
del nucleo, con la clasica formacion de un cometa, siendo la longitud del cometa el
indicador del grado de actividad del genotoxico (Fairbairn, 1995; Monteith y Vanstone,
1995).

Por su parte, el ensayo de microntcleos (MN) (Rodriguez-Cea et al., 2003). Los MN
son fragmentos de cromatina localizados en el citoplasma con la apariencia de un
ntcleo pequeiio (Heddle et al., 1983). Estos micronicleos son consecuencia de una
fractura a nivel cromosémico, lo que dara un fragmento acéntrico o bien por el
funcionamiento anémalo de las proteinas del huso mitotico que dejan cromosomas
retrasados en la segregacion y desfasados en la condensacion del resto del material
nuclear (Heddle et al., 1991).

Los resultados del ensayo del cometa y micronucleos arrojados en este estudio no
revelan la formacion de cometas en Eritrocitos nucleados de ninguna de las especies
evaluadas en este monitoreo.

Por lo tanto, de acuerdo a los resultados obtenidos con el test de microntcleos, se
concluye que no existe dafio clastogénico en eritroctios nucleados en las especies
obtenidas en este monitoreo.
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5. CONCLUSIONES

En el estudio de campo no se observan actividad neurotoxica o dafio clastogénico de
ninguno de los dos efluentes.

En cuanto a la actividad EROD en las tres especies, P. gillissi no presenta variaciones
de la actividad catalitica del CYP1A en hembras en el sitio de impacto de efluentes
domiciliarios, mientras que los machos de T. areolatus presentan un claro aumento,
aunque con valores bajos de esta en este sitio, mientras que en la zona de descarga de
efluentes de celulosa se observan algunas diferencias, aunque sin ser estadisticamente
significativas. Las hembras de C. carpio presentan un alza sin diferencias
estadisticamente significativas, mientras los machos no presentan variacion. Las
diferencias observadas se pueden deber a las via de exposicion y ciclo de vida de los
especies.

Existe una disminucion en el nimero de especies en los sitios de descarga de efluentes
similar a lo observado en otros rios de Chile, sin embargo, en relacion a la abudancia de
especies se observa una reduccion a medida que se avanza hacia la desembocadura, lo
que es contrario a lo observado en otros rios de Chile cuya abundancia de especies va
normalmente en aumento con el caudal. A pesar de esto, la dominancia de peces
nativos con cierto grado de sensibilidad a la contaminacion es indicativo de un status no
tan desfavorable para la ictiofauna en la zona de Loncoche. Por otra parte la presencia y
abundancia de C. carpio es indicativo de un alto grado modificacion del sistema
acuatico en la zona potamal de la subcuenca del rio Cruces.

Por ultimo, no se observan variaciones estadisticamente significativas en los parametros
fisiologicos de los peces. Solo los machos de T. areolatus presentan higados de mayor
tamafio en el sitio de impacto. Si bien estos resultados permiten evidenciar la ausencia
de impacto negativos de la descarga de efluentes de sobre la ictiofauna nativa, medida a
través de los indicadores utilizados en el estudio, se observan tendencias (sin diferencias
estadisticas) en el los parametros evaluados que deben ratificarse en estudios futuros,
debido a que pueden acarrear alteraciones en la distribucion y almacenamiento de la
energia en los peces con consecuencias para las poblaciones y estructura del ensamble
ictico.
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