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REPUBLICA DE CHILE
MINISTERIO DEL MEDIO AMBIENTE

BORRADOR DE ANTEPROYECTO DE NORMAS
SECUNDAF@IAS DE CALIDAD AMEIENTAL PARA LA
PBDTECCIDN DE LAS AGUAS DE LA CUENCA DEL
RIO VALDIVIA (Propuesta CONSCA 14-09-2010)

RESOLUCION EXENTA N°

SANTIAGO

VISTOS

El Decimo Programa Pricrizado de Distacion de Nommas de Calidad Ambigntal y de Emision aprobado
por el Consejo Directivo de CONAMA mediante ei acuerdo N° 273 del 21 de abril de 2005; la
Resolucidon Exenta N° 3401, de! Director Ejecutivo (s} de CONAMA, de fecha 18 de diciemnbre de
2006, publicada en el Diario Oficial y en el Diaric La Nacion el dia 27 de diciembre de 2008, que dio
micio al proceso de dickacion de [a presente norma secundania de calidad ambiental: la Resolucion
Exenta N° 1198, de fecha 24 de mayo de 2007, que amplia el plazo para la preparacian del
anteproyecto de norma, |a Resolucitn Exenta N° 947, del Director Ejecutivo de CONAMA, de fechz 14
de septiembre de 2010 que ordena la acumulacién del procedimiento de elaboracion de las Nomas
Secundanas de Calidad Ambiental para la proteccién de las aguas def rio Cruces al procedimienta de.
elabaracion de |2 Normas Secundarias de Calidad Ambiental para |z proteccisn de las aguas de la
cuenca del ric Valdivia y los demas antecedentes que obran en el expediente; Is dispuestc en el
articulp 17 del .8, N° 83 de 1985, del Ministerio Secretaria General de la Presidencia, Reglamento
para |a Dictacion de Normas de Calidad Ambiental y de Emision; la Reselucidn N° 520 de 1996, de Ia
Contraloria General de la Repdblica; y las facultades que me otorga ia Ley 19.300.

RESUELVO

. Apruébase el Anfeproyecto de las normas secundarias de calidad ambiental para la
proteceion de ias aguas de la cuenca rio Valdivia, que es del siguiente tenor:

ANTECEDENTES GENERALES DE LA CUENCA Y FUNDAMENTACION

La cuenca del ric Valdivia se encuentra ubicada en temitoric de la XIV R, Regidn de
Los Rios. Con una extension total de 10.275 km® estd compuesta principalmente por las
subcuencas de los rios Cruces y Calle Calle. Con un caudal medio anual de 92 m¥/s, el rio
Cruces nace en [a parte noreste de la cuenca, en la vertiente occidental de los cerros
situados entre los lagos Villarmica y Galafquén, para luege tomar un curso suroriental hasta la
confliencia con el ric Calle Calle, dando origen al ric Valdivia, en la ciudad homénima, a una
distancia de 15 km. de |la bahia de Corral, el cual tiene un caudal medic mensual de 770
m’fs. Por su parte, !a subcuenca del rio Calle Calle, la cual corresponde a una hoya
trasanding, se origina en gl extremo poniente del lago Lacar, en el nacimiento del ric
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Huahum, en territono argentino. La parte de esta subcusnca que se ubica en temiterio
nacional abarca desde el paso internacional Huahum hasta la confluencia del Calle Calle con
el rio Cruces.

La parte alta de la cuenca del rio Valdivia esta formada por un sistema fluviclacustre,
en la cual existe un numero importante de grandes lagos conectados entre si, entre los
cuales destacan los lagos Calafquén, Pirihueico, Neltune, Panguipulli ¥ Rifilhue. La parte
baja de esta cuenca esta formada por el ric San Pedro, el cual constiuye el desahug del
lage Rifithue para continuar con € rio Calle Calle y posteriormente por un complejo sistema
estuanal formado por los rios Calle Calle, Cruces y Valdivia

[ebido a la impertancia, y sensibilidad de |os sistemas estuaniales y sobre todo a que
los estuarios presentan caracteristicas hidrodinamicas, fisicoquimicas y ecoldgicas
completamente distinfas a los sistemas fluviales, las cuales deben ser consideradas al
momento de elaborar estrategias de proteccion, en este proceso normativo se ha decidido
normar & porcion estuarial de esta cuenca en conjunto con los rios que dan origen a este
estuana.

Los estuanos poseen una funcidn bioldgica imemplazable en la produccién y el
desarroilo de numergsas especies, a tal punto que son reconocidos como verdaderas “areas
de crianza® y habitats promotores para el desamollo de |larvas de distintas especies de peces,
dehido su alta produccion biclogica, tanfo primana como secundaria. Es por ello gue
fusténcamente los estuarios han sido focos de asentamientos humanos, lo que actualmente
reprasenta el dificil desafio de proteccidn de estos ecosistemas altamente complejos v
sensibles. Uno de los estuarios mas importantes del centro-sur de Chile es el del Rio
Valdivia, el cual reviste una gran impartancia ambiental y econémica, regisirandose en los
uttimos afos un gran incremento de las actividades productivas asociadas a la cuenca.

El sistemna estuarial de la cuenca del rio Valdivia corresponde un estuario de tipo
neotectonico, positivo, ¥y de mezcla parcial. Con un régimen de mareas semidiumas
{registrandc las mayores diferencias de alturas de marea durante la noche) y de tipo
micromareal, es decir con rangos mareales que no superan los 2 m. La circulacion mareal
estuarial es reflejo de la interaccidon entre mareas v topografia submarina, existiendo en el
casc del estuario de los rios Valdivia y Calle-Calle un canal principal bien desarrollado, y
escasas planicies submareales e intermareales. Oira caracteristica importante, es la
existencia de canales mareales gue comunican esfuarios, como &l canal Cantera que une los
estuarios Valdivia y Tomagaleones y el canal Cau-Cau, que comunica los estuarios Cruces y
Valdivia.

En la parte terminal del rio Cruces se uhica el Santuario de ia Naturaleza Carlos
Anwandter que comesponde -a un humedal costero estuarial, gque se formé como
consecuencia del hundimients del temreno con ocasién del terremoto de 1860, el cual fus
declarado un sitio Ramsar por ser un sitio relevante para las especies y comunidades, aves
acuaticas, peces y el ecosisterna. Ademas del valor desde la perspectiva de la biodiversidad,
el Bantuario tiene valor por el potencial uso en recreacidn, turismo e interés educacional, El
Humedal det rio Cruces permite el control de la erosién, retension de sedimentos, retencién
de nutrientes, estabilizacion del clima, €] control de caudales, control de sedimentacidn,
almacenaje de aguas Iv que reduce los riesgos de inundacién para la poblacion. Este
Santuario de la Naturaleza tiene una superficic de 4.577 Ha.

Las principales actividades econdmicas asociadas a la cuenca ¥ al sistermma estuarial
corresponden & [as actividades silvoagropecuarias, agricolas, ganaderas, industriales con un
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gran nimerc de empresas de este rubre (principalmente empresas forestales e industrias de
la madera} y, en menor medida, actividades de acuicultura (cultivos de mitilidos y
salménidos). Ademas, se realizan sobre esta cuenca aclividades de pesca deportiva (se
registran 13 clubes) y de captacion de agua potable, La poblacidn urbanz, de la parte baja de
la cugnca se concentra mayoritariamente en la ciudad de Valdivia, La cual en su mayoria
posee servicios de alcantarillado y de tratamiento de aguas servidas. Todas estas
actividades ejercen presidn sobra |z calidad de [as aguas de la cuenca del rio Valdivia, de tal
manera que se hace necesaria la creacion de instrumentos de gestion ambiental gue
permitan proteger |a calidad de sus aguas y de su ecosistema.

Los principales antecedentes técnicos utilizados para el desamollo de las normas
secundanas de calidad fueron: el estudio “Diagndstico y Clasificacion de los cuerpos v cursos
de Agua segin objetivos de calidad”, de la Direccion General de Aguas (DGA), estudios
complementarios desarrcilades para Conama por Aquambiente, CODEPROVAL, UACH v
UCSC, el estudio Aproximacion Ecotoxicolégica y Evaluacidn de Riesgo Ecolbgico Tebrico
en apoyo al proceso de elaboracion de las NSCA de la cuenca del rio Valdivia, el estudio
Evaluacidon de Riesgo Ecolégico para el Santuario de la Naturaleza Carlos Anwandter en
apayo al proceso de elaboracion de las NSCA de la cuenca del ric Valdivia y todos los
antecedentes obtenidos por el Comité Operative y que constan en el expediente piliblico de
la nomma.

TITULO | )
OBJETIVOS Y AMBITQ DE APLICACION

Articulo 1°. E| presente anteproyecto establece las nomnas secundarias de calidad
ambigntal para la proteccion de las aguas de la cuenca del rio Valdivia.

Estas nommas de calidad ambiental tienen por objetivo asegurar la conservacién del
pairimonio ambiental y preservacion de los ecosistemas hidricos, de manera que en dichos
cursos de agua se salvaguarden sus comunidades acuaticas, los usos vy servicios
ambigntales que estos ecosistemas entregan a la sociedad en su conjunto.

Las normas secundarias de calidad ambiental, permitiran la proteccidn y conservagion de la
calidad de las aguas & impediran su deterioro futuro.

Articulo 2° El ambite temitorial de aplicacion de la presente norma, corasponde al rio San
Pedro, el rio Calle Calle, el rin Cruces y &l rio Valdivia

TITULO NI
DEFINICIONES

Articuio 3° Para los efectos de lo dispuesto en este decreto, se entenders por:

1. Aguas continentales superficiales: Son las aguss temestres que se encuentran
naturalmente 3 la vista del hombre y que escurren por causes naturales.
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2. Areas de vigilancia: Es el cuerpo o curso de agua superficial continental, o parte de &,
para efectos de asignar y gestionar su calidad. Dichas &reas comesponden a las
establecidas en ef aficulo 42 de este anteproyecto.

3. Autoridad compefente: Corresponden a los organismas plblicos sefalados en el
articulo 14°,

4. Comunidades acuaticas: Conjunto de poblaciones biolégicas que tienen en el medio
acuatico, continental o maring, s medic nomal o mas frecuente de vida ¥ que dependen
directa yo indiractamente de éste.

5. Estuario: Un estuario s un cuerpo de agua costero semicemado gue se extiende hasta
&l limite efectivo de la influencia de la marea, dentre del cual el agua salada que ingresa
por una 0 mas conexiones libres con el mar abierto, ¢ cualquier ofro cuerpo de agua
salina, &5 diluida significativamente con agua dulce derivada del drenaje temestre y
puede sustentar organismos eurhalinos, ya sea durante una pante o |z totalidad de su
cicle de vida™

8. Humedal: Las extensiones de marisrmas, pantanos y turberas, o superficies cubiertas de
aguas, sean éstas de régimen natural o artificial, permanentes o temporales, estancadas
o corrientes, dulces, salobres o saladas, incluidas las extensiones de agua marina cuya
profundidad en marea baja no exceda de seis metros. Podran comprender sus zonas
nberefias o costeras adyacentes, como las islas o extensiones de agua marina de una
profundidad superior a los sgis metros en marea baja, cuando se encuentren dentro del
humedal.

7. Percentil; Corresponde al valor "g" calculado a partir de los valores efectivaments
medidos para ¢ada elemento o compuesto en cada estacidn de monitorgo, aproximados
a la uridad de medida comespondiente mas proxima. Todos los valores se angtaran en
una lista establecida por orden creciente para cada area determinada: X1<
X2...<Xk...<Xn-1=Xn.. El percentil sera el valor del elemento de orden "I para el que “K’
se calculara por medio de |a siguiente férmula: K = g*n, donde q = 0,85 para el percentil
85 ¥ “n” corresponde al nimero de valores efectivamente medidos. El valor “k* se
aproximara al nimerg entera mas proximo.

8. Programa de Vigilancia: Monitoreo sistematico, destinado a caracterizar, controlar y

evaiuar la vanacion de la calidad de las aguas, en las areas de vigilancia en un periodo
determinado.

Tiruom
NIVELES DE CALIDAD AMBIENTAL POR AREAS DE VIGILANCIA

Articulo 4°. Para efectos de la aplicacion y fiscalizacién del cumplimiento de las presentes
normas se han establecido para la cuenca del rio Valdivia tres areas de vigilancia. Los
lugares y coordenadas (en UTM WGS 84 ~ Huso 18} de inicio y término de cada una de las
areas de vigilancia se establecen en la tabla siguiente:
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 TablaNc1
Argas de Vigilancia

| De: naciente

Cruces 5634252 |

RCI
i Hasta: ric Cruces Loncoche 5.639.597 | 705.228
Rio Cruces | De: rio Cruses Loncoche 5538587 | TO527S
Hasta: rio Cruces Bocatoma 5.619.574 | 681.721
Rio Cruces RC Il De; ric Cruces Bocatoma 5619574 | 581.721
Hasta: rio Cruces Rucaco 5.620.006 | 680.443
Rio Cruces RC IV | De: rio Cruces Rucaco 5620006 | BRO.443
Hasta: rio Cruces Cahuincura 5.620.787 | 667634
Rio Cruces De; ric Cruces Cahuincura
RCV 5620787 | 667634
Hasta: Rlo Cruces San Luis de Alba 5.614.447 | 658.822
De: Rio Cruces desde la San Luis de| 5614447 | 658.822
Rio Cruces SNCA  |AIba
Hasta: Confluencia Rio Cruces y Rig
Calle Calle 5530372 | 548.880
Rio Valdivia De: Confluancia Rio Cruces y Rio Calle
Calle 5500372 | 648860
RV
Hasta: desembocadura en en la bahiade| 55p5128 | 637.966
Comal T ]
Rfo Calle Calle De: Balsa San Javier {Antilhug)
RCC 5.592.061 fi74.754
Hasta; Cornflugncia Rio Cruces v Rio
Calle Calle 5500372 | 648.360
Rio San Pedro De: Desahue Lago Rifihua 5595015 | 716.287

Articulo §° Para cada Area de Vigilancia identificada en la Tabla N° 1 del articulo anterior,
se ha asignade, en la Tabla N° 2, una calidad ambiental para cada uno de los sompuestos o
elementos normados, teniendo en cuenta que los valores maximos y minimos estan referidos
a concentracicnas o unidades totales segqun corresponda.



Tabla N* 2 )
Niveles de Calidad Ambiental por Areas Vigilancia

CUENCA RIO VALDIVIA AREAS DE VIGILANCIA,

N° 55:‘:[:‘;;0“ ”:;" RSP RGC RV RC I l RCIl | RCNI | REIV : RCV | SNCA |
1 pH - 8,580 5505 B,59-8.2 6,0-7.5 .- 55-80 | 4,580 65-E0 | 6580 6,5-80
2| Onigend mgL =33 =88 =8 =84 =9 =88 | =07 | >&5 =85
3 | Conductividad | pS%em | 713 100 ; 367 416 | 496 | 102 | 904 ;
4 | Sulfap e 1 2.0 ; 1 207 | 20 | 4.1 6.9 -

5 | Sodio meft | 454 4.6 ; 34 4.6 30 87 73 -

& | Cloruro mgt | 4.71 7.4 ; 6,26 505 | 49 53 10 .

7 | Calcio el 6.9 77 - 5,00 735 | 44 + ; .

3 | Magnesio g/l 47 15 - 19 736 | 19 | 157 . :

5 . Patasio mefl | 2,6 13 ; 0,75 084 | %12 | 225 . .
0 | Auminio meil 0.2 0.4 06 0.5 . 03 | 040 | 049 | 0.06% | 022
11 | Cobre mg’L | 002 0.02 0.02 00z 00z | 002 | 002 | 002 | O1
12 | Cromo me/L - 0,02 0.02 n . - AR R .
13 | Hiermo mell. | 013 056 0.61 0.5 D34 | 043 | 039 © 03 04
12 | Manganeso mell. | 004 0,04 0,08 0.1 003 | 003 | 003 | 005 | 0%
15 | Mercurio medl - 0002 | 0002 " . - - - -
16 | Zinc mgd | 0,08 0.03 0.04 0.05 005 | 003 | 002 | 006 | 004
17 | Nitrato mel | 0,04 0,07 014 0.14 013 | 015 | 0,12 | 041 -
18 | Fastam mafl | 0,01 0,01 0017 0,04 0,02 | G0l | 0,03 R .

* Refendo ! valor de 13 fraccian disuelta

TITULO IV
PROGRAMA DE VIGILANCIA

Arficule 6°. El monitoreo de las notmas secundarias debera efectuarse de acuerdo a un
Programa de Vigilancia aprobado por resclucion por las autonidades competentes y en
coordinacion con la el Ministerio de Medio Ambiente y la Superintendencia de Medio
Ambiente, si commesponde. Dicho programa serd de conocimiento plblico y en él se
sefialardn, a lo menos, los datos que sean representativos de las areas de vigilancia, las
estacionss de monitoree de calidad del agua, las frecuencias de moniforeo, las
responsabilidades y las metodologias analiticas seleccionadas. Los programas para su
aprobacion deberan cumplir con lo dispueste en el presente articulo y con el Titulo V del
presente decreto.

El programa de vigilancia podra incorporar el monitoreo de compuestos y elementos
adicionales a los establecidos en la presente norma, asi también como nuevas estaciones de
meonitorec de calidad de agua, con la finalidad de generar informacion para revisiones
futuras de la norma. Ademas, los bicensayos, los bicindicadores y andlisis de sedimentos
podran ser utifizados como herramientas complementarias para determinar los impactos
producidos sobre las comunidades acuaticas y calidad de agua

Las mediciones obtenidas con anterioridad a la aprobacién del programa de vigilancia
podran ser validamente utilizadas para el control de la norma cuando cumplan con los
requisitos exigidos en este articulo y en el Titulo V del presente anteproyecto.
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TiTULO V _
METODOLOGIAS DE MUESTREQ Y ANALISIS

Articulo 7°. El monitoreo se efectuara de acuerdo a los métodos de muestrec y condiciones
de preservacion de muestras establecidos en ias normas chilenas oficiales que se indican a
continuacion o a sus versiones actualizadas.

TS T R ST TR
NCh411/1.0196 [Calidad del agua — Muestrec — Parie 1: Guia para el disefic de

programas de muestreo. _

NCh411/2.0f96 (Calidad del agua — Muestreo — Parte 2 Gufa scbre técnicas de

muestreq

NCh411/6.0f96 (Calidad del agua — Muestreo — Parte 6. Guia para el muestrec de rios

cursos de agua. _ .

NCh411/3.0f86 Calidad del agua — Muestreo — Parte 3: Guia sobre la preservacion y
mangjo de las muestras. _

Coflection and Descritas en el namers 1060 del “Standard Methods™ for Examination

Preservation of ©f Water and Wastewater.

Samples

Articulo 8°. La determinacidn de los compuestos o elementos incluidos en estas normas
podran efectuarse de acuerdo a los métodos analiticos que se indican a continuacion, o a
sus versiones actualizadas, teniendo en cuenta que los resultados deberan referirse a
valores totales en los compuestos o elementos que carrespenda.

Metodologias descritas en: Standard Methods for Examination of Water and Wastewater,
21th Edition 2005, APHA-AWWAMWPCF, y metodologias analiticas utilizadas por el
Laboratorio Nacional de la Direccién General de Aguas.

Aluminio 3500-Al BE. Eriochrome Cyanine R Method

3111 D. Direct Nitrous Cxide-Acetylene Flame Method*

3120 B Inductively Coupled Plasma (IGP) Method.

3125 B Inductively Coupled Plasma/Mass Spectrometry (ICP/MS) Method

Calcio 3111 B. Direct Air-Acetylene Flame Method*

43500-Cl B. Argentometric Method
Clorure 4500 CI C. Mercuric Nitrate Method*

4110 Determination of Anions by lon Chromatography
Cobre 3500-Cu B. Neocuproine Methad

3113 B. Electrothermal Atomic Absorption Spectrometric Method.

3120 B Inductively Coupled Plasma (ICP) Method.

3125 B inductively Coupled Plasma/Mass Spectrometry (ICP/MS) Method
3111 B. Direct Air-Acetylene Flame Method *
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Conductividad | 2510 B Laboratory Method®
Eléctrica

Cromo 3113 B. Elecirothermal Atomic Absorption Spectrometric Method.

3120 B Inductively Coupied Plasma {ICF} Mathod.

3125 B Inductively Coupled Plasma‘Mass Spectrometry {ICPMMS) Method
3111 B. Direct Air-Acetylene Flame Method*

Hierro 2111 B. Direct Air-Acetylene Flame Method®

3500 Fe-B Phenanthroline Method

3113 B. Eiectrothermal Atomic Absorption Spectrometric Method.
3120 B Inductively Coupled Plasma (ICF) Method.

Magnesio 3111 B. Direct Air-Acetylene Flame Method*

Manganeso 3111 B. Direct Ai-Aceiylene Flame Method™

3113 B. Electrothemmal Atomic Absorption Spectrometric Method.

3120 B Inductively Coupled Plasma (ICP} Method.

3125 B Inductively Coupled Plasma/Mass Spectrometry (ICP/MS) Method

Mercurio 3112 B. Cold-Vapor Atomic Absorption Spectrometric Method.
3125 B. Induciively Coupled Plasma/Mass Spectrometry
(1ICPMS) Method

Muolibdeno 2113 B. Electrothermal Atomic Absorption Spectrometric Method.
3125 B Inductively Coupled Plasma/Mass Spectrometry (ICP/MS) Method

Nigquel 3113 B. Electrothermal Atemic Absorption Spectrometric Method.
3125 B Inductively Coupled Plasma/Mass Spectromeiry (ICP/MS) Method
Oxigeno 4500-0 G. Membrane Elecirode Method
Disuelto ASTM International, 2006, D8ARS-05 standard test methods for dissolved
oxXygen in water
pH 4500-H+ B. Electrometric Method
Sodio 3111 B. Direct Air-Acetylene Flame Method”
3500-Na B. Flame Emission Photometric Method
Sulfato 4500-5042- Turbidimetric Method*
4110 Determination of Anions by lon Chromatography
Zinc 3111B. Direct Air-Acetylene Flameé Meathod™®

3120 B. Induciively Coupled Plasma (ICP) Method
3125 B. Inductively Coupled Plasma/Mass Spectrometry {IGF'IMS} Method

“PARAMETROS DE L'A:RED DE OBSERVACION . -

Fosfato 45[]{] F B. Sample Preparation

4500-F C. Vanadomolybdophosphoric Acid Colorimetric Method
4500-F D. Stannous Chlonde Method

4500-P E. Ascorbic Acid Method
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4110 B. lon Chromatography w
Conductivity

Nitrato 4110 B. lon Chromatography with Chernical Suppression of Eluent
Conductivity _

4500-NO3_ B. Ultraviolet Spectrophotometric Screening Method

. 4500-NO3_ D. Nitrate Electrode Method

Nitrogeno 4300-Marg B. Macro-Kjeldahl Method

Kjendahl 4500-Norg C. Semi-Micro-Kjeldahl Method

* Metodologia analitica utilizada por el Laboratorio Nacional de la Direccidon General de

Aguas.

th Chemical Suppmséiﬁn of Eluent

Oiras metodolegias descritas en La Agencia de Proteccion Ambiental de los EEUU.
{USEPA):

e e e s
Mtablogne s

e
e o T e

Calcio ' Method 200.7 Determination of metals and trace elements in

waier and wastes by inductively coupled plasma atomic emission
specirometry. Rev. 4.4 1984

Elementcs Traza Method 1638. Trace Elements in Ambient Waters by Inductively
Coupled Plasma-Mass Spectrometry. (ICPMS)
Metales Traza Method 1668, Sampling Ambient Water for Trace Metals.

Trace Metal Cleanroom. EPA B00/R9E8/018.

Articulo 9°. Para los casos en que exista mas de una metodologia para determinar un
compuasto o elemento, segdn lo establecido en el articulo anterior, correspondera a las
auvtoridades competentes evaluar la metodologia a utilizar, teniendo en consideracion la
concentracion regulada y la sensibilidad del metodo analitico, para posteriormente informar
en €| programa de vigilancia.

TiTULO VI
CUMPLIMIENTQ Y EXCEDENCIAS

Articulo 10° El cumplimiento de las normas contenidas en el presente anteproyecto debera
verificarse de acuerdo con el Programa de Vigilancia, y en base a los datos por compussto o
elemento obtenidos en cada una de las areas de vigilancia que se indican en el articule 4° de
este anfgproyecto.

Articulo 11°, Se consideraran sobrepasadas las normas secundarias de calidad establecida
en el presente decreto, cuando el percentil 85 de las concentraciones de [as muesiras
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analizadas para un compuesio o elemento, segin la frecuencia minima establecida en el
Programa de Vigilancia y durante dos afios consecutivos, sean mayores a los limites
astablecidos en las presentes normas.

Se consideraran también sobrepasadas las normas secundarias de calidad establecidas en
¢l presente decreto, si antes de concluir el primera afio de control se registrase al menos 2
periodos de monitoreo, segun frecuencia minima establecida en el Programa de Vigilancia,
en los cuales algunos de los parametros normados registre concentraciones mayores a los
[imites establecidos en las presentes normas

Fara el caso del axigeno disuelto, la concentracidon debera ser mayor o igual a los Umites
establecidos en |la presente norma, y para el caso del pH, la concentracion debe fluctuar
entre el rango determinado en la presente noma, incluyendo los extremos.

Articulo 12° Cuando la representatividad de las muestras analizadas se vea afectada por
fendmenos excepcionales ylo transitorios tales como inundaciones, sequias, catdstrofes
naturales, los dates podran no ser incluidos en las mediciones destinadas a verificar el
cumplimiento de las normas secundarias.

En el evento que, sobre la base de informacidn objetiva verificada por la autoridad
competente, se determine que [a superacion de las normas secundarias de calidad para
algun compuesto, elementc o parametro se debe a factores naturales, esta superacién no
dara lugar a la declaracidn de zena coma saturada o latente,

TiTULO VI
FISCALIZACION

Articulo 13° Correspondera a la Direccion General de Aguas, DIRECTEMAR y ia
Supenntendencta de Medio Ambiente fiscalizar el cumplimiento de las normas secundarias
de calidad ambiental, comprendidas en el presente anteproyecto.

Lo anterior, no obsta a las atribuciones sobre fiscalizacion que éstos U otros organismos
plblices posean confonme a la legislacidn vigente.,

TITULO VI
INFORME DE CALIDAD

Articulo 14°, El Ministerio del Medio Ambiente, coordinara a las autoridades competentes en
la elaboracion de un Informe de Calidad destinada a divulgar el cumplimiento de las normas
secundarias de calidad ambiental contenidas en el presente decreto. Dicho informe sera de
conocimiento publico y sera publicado anualmente, exceptuando el primero que serd
publicado una vez que se haya cumplido el plazo establecido en el articulo 11.

Para efecto de lo anterfor, dentro de los tres primeros meses de cada afio, las autoridades

competentes deberdn proveer, al Ministerio del Medio Ambiente, toda la informacién
perfinente.

El informe de calidad deberd sefalar, fundadamente, al menos el cumplimiento de las
normas secundarias de calidad ambiental contenidas en ef presente decreto, para cada uno

10
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de los parametros normados en cada una de las @reas de vigilancia establecidas en el
articulo 5.

TITULO 1X
VIGENCIA

Articulo 15°. Las nonmas secundarias de calidad ambiental para la proteccién de las aguas
de la cuenca del rio Valdivia, entrardn en vigencia con la publicacion del presente decreto en
el diario oficial.

Fara tales efectos:

a) Remitase copia del expediente al Consejo Consultivo del Ministerio del Medio Ambiente,
para que emita su opimdn scbre el anteproyecto de normas secundarias de calidad,
Dicho Conszejo dispondrd de 60 dias contados desde la recepcion de lz copia del
expediente, para el despacho de su opinidn. La opiniéh gue emita el Consejo Consultivo
del Ministerio del Medio Ambiente sera fundada, v 2n ella se dgjara constancia de los
volos disidentes.

b} Dentro del plazo de B0 dias, contados desde la publicacién en el Diano Oficial, de!
extracto de la presenie resolucidn, cualguisr persona, natural o juridica, podrd formular
observaciones al contenido del anteproyecto de las normas secundarias de calidad.
Dichas observaciones deberan ser presentadas, por escrito, en lz SEREMI del Medio
Ambiente commespondiente &l domicilic del interesado vy deberan ser acompafiadas de los
antecedentes en los gue se sustentan, especiaimente los de naturaleza técnica,
cientifica, social, econdmica y juridica.

Andtese, publiquese en extracto, comuniquese y archivese.

MARIA IGNACIA BENITEZ PEREIRA
MINISTRA
MINISTERIQ DEL MEDIO AMBIENTE

11
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RESUMEN EJECUTIVO.

Introduccion,

Durante los ditimos afios, los esfuerzos de proteccién de recursos hidricos se han
centrade en generar procesos de elaboracién de MNormas Secundarias de Calidad
Ambiental para la proteccidon de las aguas de diferentes cuencas hidrograficas a lo largo
del pais, lo anterior motivade principalmente por la preocupacidn que ha generado el
continue aumente en la actividad humana que produce alta presién sobre el entorno y an
especial sobre los recursos hidricos, generando riesgos para la proteccidn y conservacidn
del medio ambiente, asi como también para la preservacion de los recursos naturales que
se asocian a dicho territorio. La degradacion de la calidad del recurse hidrico ha motivado

la necesidad de generar iniciativas tendientes a proteger y conservar este recurso natural. -

Las Normas Secundarias de Calidad Ambienial para la Proteccidn de las Aguas del rig
Cruces, fueron incluidas en forma especial en el “Ngoveno Programa Prigrizade de
Normas”®, dada la situacidn de alteracion que afectd especificamente al "Santuario de |a
Naturaleza Carlos Anwandter”. Sin embargo, debido a la escasez de antecedentes
técnicos existentes en ese perioedo, el ambito territorial de aplicacidn de estas normas se
limité @ la fraccidn limnética del rio Cruces, dejando fuera de este proceso normative la
Zona estuarial de este rio, es decir al “Santuario” en si. Por tal motivo, 2 fines del afio
2006 se dio inicio a |a elaboracién de las Normas Secundarias de Calidad Ambiental para
la proteccidn de |as aguas de |a cuenca del rio Valdivia, process normative incluido en el
*Decimo Programa Pricrizado de Mormas™, el cual resulta una regulacién ambiental
complementaria a las Normas Secundarias de Calidad Ambiental del ris Cruces, ya que
dentro del dmbito territorial de aplicacidn de estas normativas se encontraria la parte

estuarial del rio Cruces ademas de la porcidn estuarial del rig Calle Calle y &l rio Valdivia.

Actualmante se han incorporadu antecedentes técnicos al estudio de calidad de aguas de
gsta cuenca, los cuales han surgide a partir de la elaboracidn de los dos procesos
narmativos antes mencionados, ¥y han permitide describir en forma general las

caracteristicas hidredindamicas vy fisicogquimicas de la cuenca del rio Valdivia.
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Estas normas secundarias de calidad ambiental definen 2l estade deseado por la sociedad
para un recurso ambiental. En el caso de las aguas, las normas de calidad ambiental
deberian definir el estado que éstas deben presentar en los cursos ¥ cuerpos de agua v
ne de acuerdo con los usos fingles gue se pretende dar a los recursos hidricos tales como
riego, agua petable, vida acuatica, recreacidn con contacte, etc,

La cuenca del rio Cruces sg caracteriza por presentar amplizs zonas de inundacidn
estacional ¥y permanente en las riberas, esta cusnca presenta un régimen netamente
pluvial, dominada por humedales de tipo riberefo y palustre, con influencia estuarina an
la zona inferior. El area fue declarada legalmente como Santuario de la Naturaleza Carlos
Anwandter el 3 de junio de 1981, mediante decreto N° 2.734 del Ministerio de Educacian;
gl mismo afie ingresa a la ndmina de la Convencidn sobre los Humedales de Importancia
Internacional (Convencidn Ramsar), convirtiendose an el primer sitioc de Chile protegido
bajo este esquermna de conservacion. El Santuario inctuye el lecho, islas vy zonas de
inundacién de los ries Cruces y Chorocamayo, correspondiendo a una reserva acuética de
aproximadamente 4.877 ha, ubicada en el sector 2stuarial del rio Cruces.

Esta area presenta un alto valor desde |a perspectiva de la bigdiversidad, centrado a su
ver en el potencial usp de ésta en recreacion, turismo e interés educacional para la
practica de la educacién e interpretacidn ambiental. Debido a la alta fragilidad de este
ecosistema a las modificaciones ambientales ha sido necesarin evaluar acabadamente los
potenciales impactos que las actividades preductivas aledafias al humedal que pudiesen
generar y determinar de manera especifica los efectos toxices a que se ve expuesto este
zisterna, todo ello con la finalidad de proteger, mantaner yfo recuperar la calidad de las
aguas continentales superficiales, de manera de salvaguardar el aprovechamiento del
recurso hidrico, las comunidades acudticas y los ecosistemas, maximizando los beneficios

ambientates, sociales ¥ econdmicos en asta cuenca de uso mdltiple.

En terminos cualitativos, el agua constituye una parte esencial de 105 ecosistemas
acuaticos de la cuenca de [os rios. Una reduccién de la calidad del recurso, genera efectos
negativos sobre dichos ecogistemas, por lo que es necesario mantener ja calidad de sus
aguas para la censervacion de la diversidad gque sustentan, ng sélo por su wvalor

intringeca, sino tamhién por los servicios ambientales esenciales para el ser hurnano.

-_—
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Ls gestidn ambiental del recurss hidrico requiere del empleo de una serie de
herramientas que asegure su uso de manera sustentable, protegiende ¥ manteniendo su
calidad, resguardando el desarrolle de los usos prioritarics y asegurando la preservacidn
de comunidades acudticas y sistarmas bioticos asociados. Las normas ambientales son una
de las herramientas de gestidn ambiental mds ampliamente empleadas, las cuales
establecen, por acuerdo entre los distintos sectores de la sociedad, cuales seran los
niveles de sustancias contaminantes gue seran considerados aceptables y seguros para la
salud del ser humano y del medic ambiente (CONAMA 2003).

En relacidon a las orientaciones tecnicas para establecer los niveles de proteccidn de los
ecosisternas acuaticos en Chile, &stas se contiensn en la “Guia COMNAMA para el
establecimiento de las normas secundarias de calidad ambiental para aguas continentales
superficiates y marinas”™ {2004), cuyo objetive principal es “proteger, mantener o
recuperar la calidad de las aguas continentales superficiales de manera de saivaguardar el
aprovechamiento del recursg, la proteccidn v conservacion de las comunidades acudticas
y de los ecosistemas lacustres, maximizando los beneficios sociales, econémicos v
ambientales”.

De acuerdo a CONAMA ({1995), loz valores limites para estas normas son estimados a
partir 13 data histérica de pardmetros fisico quimicos, seleccionando el percentil 66 o
superior, sin embargo ¥ paradojalmeante, s6lo considera criterios fisico-quimicos v excluye
los criterios binlogicos que son el objetive de las normas secundarias por definicion.
Adermnas, los valores estimados 2 partir de 1os percentiles, pueden ser influenciados por la
sensibilidad de los métodos analiticos empleados ¥ la evolucion en el uso de la cuenca. En
patticular muchos de los datos en andlisis corresponden & valores bajo los niveles de
deteccitén, las cuales presentan un grave problema de interpretacidn va que afectan la
distribucién de los datos inducienda a docimaciones falsas (Keith et al. 1983).

Surge asi la necesidad de establecer niveles de proteccion de los ecosistemas acuaticos v
determinar las respuestas de organismos nativos de ambientes acuaticos chilenos frente
a diversos xenghbidlicos, puesto que &s probable gue los organismos natives tengan
sensibilidades distintas que |os crganismos actandarizados frente a contaminantes
determinados, le que ogeneraria normas gque podrian sobreestimar los niveles de

proteccidn. Si bien muchas de las pruebas ecotoxicoldgicas y las especies a utilizar estan
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estandarizadas, el objetive final de la aplicacidn de criterios biolégicos a la evaluacion de
recurses hidricos es que lgs resultados permitan proteger los ecosisternas naturalas. Sin
embargo, dada la complejidad que presentan los ecosistemas acudticos, no es posible
evaluar el efecte de contaminantes sobre la totalidad de los grganismos gue viven en
gilos, debiendo evaluar los efectos individuales de los contaminantes, utilizande para cllo
especies de prueba representativas de los ecosistemas analizados, las cuales deben ser
selecrionades mediante criterios ecoldgicos, de sensibilidad a contaminantes v factibilidad
de cultivo en ¢ondicionas de laboratorio.

Ern este sentido el informe “Evaluaciones del Desempenio Ambientz!", elaboradoe por la
Organizacidn de Cooperacion y Desarrolloc Econdmicos (OCDE) y la Comision Econdmica
para America Latina y el Caribe {CEPAL) de las Naciones Unidas {2085), recomendd a
Chile: 1) Aplicar politicas ambientales de forma cabal v eficiente, i) Profundizar en la
integracidn de las consideraciones ambientzles en las decisiones econdmicas, sociales y
sectoriales, i) Reducir los efectos de las actividades productivas e industriales sobre la
calidad y [a cantidad del agua, iv) Desarrollar un enfaque integrado de gestion de cuencas
para mejorar el manejo de los recurses hidricos y forestales v v) Mayor énfasis en al
rmanejo del agua para la proteccién de los ecosistemas acudticos.

A la fecha se han imiciado warios procesos de elaboracion de normas secundarias de
calidad ambiental para la prateccién de las aguas continentales superficiales ¥ marinas en
nuestro pais. la elaboracién de estas normas secundarias de calidad, requiere ser
asumidas regionalmente, para los efectos de incorporar la realidad ambiental, econémica
¥ social del territorio regional, pero a su vez deben constituir procesos homogénaos y
estandarizados acordes cen los criterios nacionales establecidos (INGAM LTDA 2008).

En cuanto a la gestidn vy evaluacidn de recursos hidricos ésta ha sido abordada en los
Estados Unidos {EEUU)} v en la Comunidad Europea (CE), incorporando en los programas
de monitoreos ademas de los parametros fisico-quimicos tradicionales, [os criterios
biclégicos (bicindicadores ¥ otros) bajo un enfoque de cuenca hidrogrifica (USEPA, 1992;
Directiva B0/EC, 2002). Asi, la Directiva Marco del Agua {DMAY 2000/60/EC, ha
introducido una nueva perspectiva en la politica de aguas, incorporando la Evaluacion de
Riegos Ambientales {ERA} de contaminantes industriales y de productos fitgsanitarios
(insecticidas, herbicidas y fungicidas) sobre sistemas ecoldgicos y humanos. El desarmollo
de ERA se basd en los enfoques de la Evaluacion de Riesgos para la Salud Humana en

—_————_____ ——
m
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forma independiente en los EEUU (USEPA, 1398) vy posteriormente en la CE (SSC, 2003)
para lo cual se realizd una revisién y unificacion de la base cientifica, metedoldgica y
conceptual para la Evaluacidn del Riesgo Ambientai {ERA) {Van Leeuwen & Hermens,
1995; USEPA 1998; Eurcpean Comision, 1996, Directive 91/414/EEC, 2002). En
particular, la evaluacidn de efectos actuales o potenciales sobre sistemas ecoldgicos se
denomina evaluacion de riesgos ecoldgicos (ERE) (USEPA, 1998), proceso que consiste en
la caracterizacién y estimacién de la probabilidad de ocurrencia de efectos adversos en
sistemas ecologicos, como consecuencia de la actividad antrdpica como resuvitade de la
exposicion de entidades eccldgicas a un determinado contaminante {(USEPA 1998; Encina
& Dizz, 2001).

La Evaluacidn de Riesgo Ecoldgico permite realizar una prediccion temprana y econdmica
del riesge ecoldgico a un nivel aceptable de certeza, constituyendo una herramienta
confiable para la toma de decisiones en cuanto a requlacion, control y fiscalizacidn para la
proteccion de los ecosistemas (ASTM, 1988; Vighi, 1989}, De acuerdo a Medina & Encina
(2004), el proceso de Evaluacidn de Riesgo Eecoldgico (ERE) contempla las siguientes
etapas: a) Identificacion del peligro: en la cual se farmula el problema ¥ se identifican las
caracteristicas de la sustancia y sus potenciales efectos, ademds se identifican los
componentes de ecosistema expuesto y agquelle que se debe proteger; b) Evaluacion del
efecto: donde se determina la concentracién sin efecto ecoldgico (PNEC), se establece la
relacion entre el nivel de exposicidn y la naturaleza, severidad v duracién de ios sfectos
del contaminante; ¢) Evaluacion de la exposicion: etapa en la cual se mide o estima la
concentracidn ambiental esperada (PEC). Se propone un modelo del dasting del
contaminante vy sU grado de contacto con el sistema ecoldgice afectado; d)
Caracterizacidn del riesgo: etapa en la cual se integran los tres pasos anteriores ¥ Se
calcula el riesge implicade. De acuerdo al nive! de informacién se calcula la probabilidad
de que 135 efectos ocurran por la presencia actual o futura del contaminante.

Asi, en términos generales las metodologias de evaluacién del riesge, para la proteccion
de los ecosistemas acudticos, se conceptualizan comuo un procedimients de dos
componentes que, por una parte, involucra la “evaluacion de fa exposicion” de los
organismos a contaminantes y, por otra, la “evaluacion de los efectos” que derivan de esa
expasicién (Vighi 1959,
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El proceso de Evaluacién de Riesgo Ecoldgico permite desarrollar, organizar y presentar
informacidn cientifica para [a toma de decisiones relevantes en materia ambiental,
Cuando la ERE es ejecutada a nivel de cuencas hidrograficas, ésta puede ser empleads
para identificar los recursos wvaliosos, los recursos vulnerzbles, priorizar la colecta de
informacidn y establecer relaciones entre la actividad humana y los efectos potenciales
{ERFA 1998), parmitiendo identificar las valores ambientales de interés, ios riesgos mas
importantes vy detectar la falta de informacidn, apovando las decisiones respecto 3 los
enfoques de investigacion que deben ser desarrollados a future en el drea en estudio.

Er Chile, la proteccidn de los sistemas acuaticos se realiza a priori mediante |2 evaluacion
de proyectos en &l marco del Sistema de Evaluacion de Impacto Ambiental (SEIA)Y vio a
posteriori, a través de la fiscalizacion y control que verifica Iz aplicacidn de las normativas
vigentes en el territoric nacional. La descarga de aguas residuales g las zguas
superficiales y subterraneas estd regulada por los 0.5, 90 (2001) vy D.5. 46 (2002)
respectivamente, ¥ sélo establecen los [imites maximos ¥ minimos de la concentracian o
permanencia de sustancias, elementos, energia o combinacién de ellgs, basandose
principalmente en normas extranjeras, ¥ no considera las relaciones causales entre las
concentraciones reguladas y los efectos sobre los ecosistemas loczles amenazados
{Medina & Encina 2002).

De esta forma, el emples de la Evaluacidn de Riesqo Ecolégico como herramienta de
gestidn ambiental permitié estimar empiricamente los niveles maximos de tolerancia de
las especies locales claves o aquellas que por su importancia funcional son especies de
relevancia ecoldgica en estos ecosistemas, obteniendo, por tanto, informacién respeacto de
la probabilidad de que ocurran efectos adversos sobre las especies expuestas a
determinados contaminantes (pardmetros fisicoquimicns). Todo ello con el objetive de

proteger &l ecosistema en su conjunto.

El presente estudio tiene por finalidad determinar informacidon ecotoxicoldgica clave para
la cuenca del rie Cruces v en particuiar del Santuario de [a Naturaleza Carlos Anwandter,
antecedentes relevantes y prioritarios.

e ————
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Objetive General.

Establecer los niveles maximes de tolerancia de las especies locales con mavyor relevancia
ecoldgica vy sensibilidad en el Santuaric de la Naturaleza Carlos Anwandter, a traveés de
Evaluacidn de Riesgo Ecoldgico.

Objetivos Especificos.

1. Determinacidén de los niveles de sensibilidad ¢ tolerancia mdxima a determinados
contaminantes sobre [as especies estandarizadas y especies locales de mavor
relevancia ecolagica.

2. Determinacién de la relacidn existente entre los niveles de sensibilidad o tolerancia
maxima de las espacies locales vfs las especies estandarizadas.

3. Propussta de niveles de calidad ambiental fvalor de normal sobre la base de |z
evaluacidn de riesgo ecoldgico en las especies locales de relevancia ecoldgica en el

Santuario de la Naturaleza Carlos Anwandter.

Materiales y Métodos.

Se realizaron ensayos ecotoxicoldgico agudes con cinco metales {Al, Cu Fe, Mn ¥ Zn),
utilizando 9 de las 11 especies del ric Cruces, como: Chlorefla sp. Scenedesmus
quadricauda, Dapiinia ambigua, Simocephalus sp., Acanthocyclops vernalis, Simosa sp,
Skistodiaptomus diabolicus, Metidialaris sp., Paratanytarsus grimmii, Galaxias macuiatus,
Oncorbynchus mykiss, Myrmophyflum sp.  Se realizaron ensayos ecotoxicoldgico agudos
con los mismos cinco metales, utilizando tres especies estandarizadas: Sefenastrum
capricornutum, Daphnia oblusa y Oncorhynchus mykiss. Las nueve especies [ocales,
fueron colectadas, aisladas v cultivadas en laboratorio: Chlorefla sp., Scenedesmus
quadricauda, Daphnia ambigua, Simocephalus sp, Acanthocyclops vernafis, Simuosa sp,
Skistodiaptornus diabolicus y Paratanyfarsus grimmii. Ademds se establecid un protocelo
de cultivo captura v cultivo estandarizado del Chironomide Parafanytarsus grimmii
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La determinacién de niveles de proteceion para ef area en estudio, se efectué a partir de
una evaluacijn de riesgo ecologico probabilistica de acuerdo a la metodologia propuesta
por Medina & Encina (2004), ademas se incorpord en el anslisis |z variabilidad e
incertidumbre para estimar ¢ porcentaje de especies protegidas para un nivel de
expasicion determinada, para lo cual se utilizé una modificacidn de la metedologia de
Van Straalen & Denneman {1989). Las concentraciones de no efecto (PNEC), se
calcularon aplicanda un factor de evaluacion (FS} de 50y 100 a los LCsp, de acuerds a
les recomendado por 1a QECD (1992). Finalments basados en  los valores de PNEC, se
propanen a5 valores limites para el anteproyecto de MNorma Secundaria de Calidad
Ambizntal para la proteccidn de las aguas del rio Valdivia, los cuales protegen al 70% de
las poblaciones expuestas.

Resultados y Discusién.

El nivel de proteccidn propuesto para ser utilizado en el anteproyects de Norma
Secundaria de Calidad Ambiental para la proteccidén de la biota de las aguas del rie
Valdivia, se realizd estimando los concentraciones de no efecto (PNEC) considerando su
variabilidad mediante estimacion de los percentiles y utilizando factor de evaluacién de
100 (OECD, 1992; SETAC, 2010), de tal forma que el valor recomendado corresponde al
valor de la PNEC gque protege el 70% de las poblaciones expuesta. Los resultados
preliminares en bicensayous con Myriophyflum sp., permiten establecer como LOEC para
Al de Se estimd en general efectos significativos (LOEC) sobre |2 actividad fotosintética en
relacién al control para Al 2 mg/l; Fe de 2 mg/l; Mn 5 mgfl v Zn 5 mo/l.

Los resultados de los LCsp para 105 metales en su estado disuelto mostraron la siguiente
distribucion probabilistica, estes valores se encuentran dentro de los rang.c:-s de ocurrencia
de las concentraciones en el Santuaric. Ademds |as especies locales presentaron an
‘promeadic una mayor resistencia que |as especies estandarizadas, considerando las bases
de datos internacionales.

—_— .
e e
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La norma de calidad secundaria ragulara la concentracidn de metales totales, par otro
lado los PNEC se calculan sobre la base de metales disueltos, de tal forma que se
estimaron los factores de conversion de metales disueltos a totales en funcion de log
estudios disponibles en el rio Cruces v son los siguigntes: 0.12 para Al 0,12 para Cu;
0.15% para Fe; Q.07 para Mn vy 0.35 para Zn.

Todos éstos antecedentes permitieron realizar la estimacion de niveles de proteccién que
aefectivamente resguardan los ecosistemas, siendo base v apoyo fundamental en al
desarrolio de la Norma Secundaria de Calidad Ambiental (NSCA) para la Proteccion de las
Aguas. Asi, al enfoque basado en lz Evaluacidn de Riesgo Ecolégico que considerd este
estudio, ha permitido incorporar ne sélo criterios fisico-quimicos en la generacion de
Mormas Secundarias de Calidad Ambiental, sing tambien, criterios bioldgicos, buscando
estimar los niveles maximos de tolerancia de determinadas especies locales
representativas de este ecosistema, ello con el cbjetive de proteger a8 las especies,
funciones ¥ propiedades naturales asegurando el resguardo de este ecosisterma en su
conjunto. Un aspecto importante en esta aproximacién metodolégica 25 que la sociedad
debe establecer los niveles de proteccidn gue quiere lograr con la norma, considerando
las prioridades de la cuenca y el valor que |e asigna a la biodiversidad.
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Los valores de No efecte (PNEC), consideraron las recomendaciones de la QECD v por
tanto se utilizargn valores de seguridad de 50 y 100Q. Los valores estimados de PNEC para
factores de sequridad de 50 y 100 que protegen sobre el 70% de las especies expuestas

se muestran en |a siguiente tabla:

La implementacidn de |a evaluacién de riesqo ecoldgico es un imperativo para cumplir con
algunos acuerdos internacionales suscrite por Chile, los cuales establecen |a
obligatoriedad de evaluar el riesgo frente a determinados xenobidticos fe.g. Convenio de
Estocolmo). Por otre lado, esta metodologia ha sido establecida como ebligatoria en la
Comunidad Europea y EEUU en la autorizacion de nuevos productos, en el procesc de
valuacion de impactos ambientales, control de efluertes y elaboracidn de normas de
calidad ambiental. En el caso normative, esta metodolegia permite la determinacion de
los valores aceptables para la biota de las normas secundarias, particularmente sensibles
hoy al determinar los pardmetres significatives del estudio de norma de las cuencas
prioritarias, entre ellas la del rio Cruces. No obstante el desarrollo a nivel mundial de
metodologias estandarizadas de evaluacién de riesgo, en Chile su aplicacidn es incipiente
ya que depende de modificaciones legales y la preparacidn de cuadros técnicos, pero
fundamentalmente del desarrallo de un mareo cientifico que permita:

_——— ——  ——————
m
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a) Desarrollar y mantener los cultivos de especies nativas ya establecidos en diferentes
zonas del pais.

b} Realizacion de ensayos con una alta confiabilidad, |a sensibilidad vy variabilidad de la
respuesta de especies con relevancia eccldgica frente a determinados xenobidticos,
para lo cual es necesario realizar un mayor nimero de ensayos para lgs  diferentes
sistemas loticos y lenticos del pais, realizar ensayos agudos v crénicos gue permitan
aumentar lz confiabilidad de fos resultzdos disminuyendo los factores de seguridad
utilizadas.

c) Establecer una base de datos oficiales de valores de LCsy vy NOEC.

d} Financiamignte y desarrolle de una base ecolégica para interpretar los efecto
observado y su relacién con los impactos adverses a niveles de organizacion superior
en los sistemas ecoldgicos de interés

e) El desarrolle de programas de monitoreo fisico-quimicos y bioltgicos permanentes, que
permitan contar con informacion de niveles de asbundancia, concentracién ¥y
variabilidad espacio temporal de los xenobidticos vy entidad ecoldgicas a nivel de
cuencas hidrograficas.
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I, INTRODUCCION.

Las Normas Secundarias de Calidad Ambiental para la Proteccidn de las Aguas del rio
Cruces, fueron ingluidas en forma especial en el “Noveno Programa Priorizado de
Normas®. Sin embargo, debido a la escasez de antecedentes técnicos existentes en ese
perfodo, el dmbito territorial de aplicacidn de estas normas se limitd a la fraccidn
limnética del rio Cruces, dejando fuera de este proceso normative la zZona estuarial de
este rio, es decir ai "Santuario” en si. Por tal motive, a fines del afip 2006 se dio inicio a
la elaboracién de las Normas Secundarias de Calidad Ambiental para la proteccidn de las
aguas de la cuenca del rio Valdivia, procese normative incluido en el "Décimo Programa
Prigrizado de Normas®, el cual resulta unz regulacién ambienta! complementaria a las
Normas Secundarias de Calidad Ambigntal del rie Cruces, ya que dentro del ambito
territorial de aplicacién de estas normativas se encontraria la parte estuarial del rio
Cruces ademas de la porcién estuarial del rio Calle Calle ¥ el rio Yaldivia.

Actualmente se han Incorporado antecedentes tecnicos al estudio de calidad de aguas de
esta cuenca, los cuales han surgido a partir de la elaboracidn de los dos procesos
nermativos antes mencienadas, ¥y han permitido describir en forma genaral las
caracteristicas hidredindmicas y fisicoquimicas de la cuenca del rig Valdivia.

Debido a la inexistencia de dates histéricos para la fraccion estuarial del rio Cruces, se
torna complejo establecer niveles de calidad ambiental en este tramo del rig. De esta
forma, cen el objeto de generar infarmacidn especifica para la fraccidén estuarial del rio
Cruces considerando sus caracteristicas diferenciales respecto al resto de la cuenca del rio
Valdivia, se desarrolld durante el afio 2009 ef estudio “Aproximacidn Ecotoxicoldgica v
Evaluacion de Riesgu Ecolgice tedrico en apoyo z la elaboracion del Anteproyecto de
Mormas Secundarias de Calidad Amblental para la proteccion de las aguas del rio
valdivia®, estudic que tuwvp por finalidad ebtener propuestas de niveles de calidad
ambiental de tipo tedricos para este tramo del rig.

L ————
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A partic de dicho estudio se caracterizd la estructura comunitaria del Santuario de la
Maturaleza Carlos Anwandter y se selecciond, a través de un Panel de Expertos, las
especies de mayor relevancia ecologica, las especies claves y de mayor representatividad
en el sisterma, estableciéndose un listado de 33 especies. Sobre |a base de esa seleccidn
se realizd la evaluacion de riesgo ecologico de tipo tedrico considerando los end-point
ecotoxicolégicos {LC s y NOEC en base a datos nacionales ¢ internacionales) de génaros
v familias simtlares a los registrados en &l Santuario de la Naturaleza.

La Evaluacidn de Riesgo Ecolégico desarrollada en ese estudio permitio efectuar una
prediccidn temprana y econdmica del riesgo ecologico a un nivel aceptable de certeza.
Esta evaluacion incluyd la identificacion del peligro, la evaluacidn del efecto, la evatuacidn
de la exposicidén, v finalmente la caracterizacion del riesgo estableciendo el valar potencial

del riesgo ecologico para lgs organismos expuestos.

Asi, el anfoque de la Evaluacién de Riesgo Ecolégico, que considerd el estudio, ka
permitido incorporar no séle criterios fisico-guimicos en la generacidn de Normas
Secundarias de Calidad Ambiantal, sing también, criterios bioldgices, buscando estimar
los niveles maximos de tolerancia de familias y génergs similares a los registrados en este
ecosistemna, ello con el ohjeto ditimo de proteger a las especies, funcionas y propiadades

naturales del area, asegurando el resguardo de este ecosistema en su conjunto.

En este sentide, se debe hacer de las normas secundarias de galidad ambiental un
instrumento de gestidn adecuade parz lps objetivos de proteccidn que persiguean,
constituyendose en una herramienta confiable para la toma de decisiones en cuanto a
reguiacidén, control v fiscalizacion en pos de |la proteccion de estos ecosistemas; hacienda
necesario establecer niveles de proteccién especificos para los ecosistemas naturales vy
determinar 1as respuestas de organismos natives de ambientes acuaticos chilenos frente
a diversos xenobioticos, ya gue, si bien muchas de las pruebas ecotoxicoldgicas v las
especies a utilizar estan estandarizadas, el objetive final de la aplicacion de criterios
biclégicos a |2 evaluacion de recursog hidricos es que 105 resultados permitan proteger los
ecasistemas naturales. Por lo tanto, es probable que los srganismos nativos del Santuario
de |la Maturaleza, tengan sensibilidades distintas a los arganismos estandarizados, a partir
de los cuales se realizd la evaluacion de riesgo ecoldgico tedrica, lo que generaria normas

gue podrian sobreestimar o subestimar los niveles de proteccidn,
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For tal motive, s& requiere realizar la Evaluacidn de Rissgo Ecoldgico a partir de los
resultados de bicensayns desarrcllados scbre especies locales de relevanciz ecoldgica
colectadas en el Santuaric de la Naturaleza Carlos Anwandter o en sus afluentas,
estimando 105 niveles maximoz de tolerancia de las especies locales claves o de
relevancia ecolfgica. Obteniendo de esta manerz informacion respecte de |a probabilidad
de que ocurran efectos adversos sobre las especies expuestas a  determinados
contaminantes (parametros fisicoguimicos) en el Santuario, para proteger aste
ecosistema en su conjunto.  Sin embargo, debide a la complejidad que presentan los
ecosistemas acuiticos, no s posible evaluar el afecto de contaminantes sobre la totalidad
de fos organismos, debiéndese determinar fos efectos individuales de los contaminantes
sobre especies representativas de los ecosisternas analizados, seleccionandolos basado
en criterios ecolégicos, sensibilidad a contaminantes y factibilidad de cultive en
condiciones de laboratorio.

La informacion generada en este estudio, serd incarporada en el andlisis v discusidn
conducente a la determinacién de los pbjetivos de proteccion de las Normas Secundarias
de Calidad Ambiental que se encuentran actualmente en proceso de elaboracién. Dado
que la evaluacién de riesgo ecoldgico se desarrolla en el marco de la ecotoxicologia, que
consiste en el estudie multidisciplinario de los efectos de un agente contaminante sohre
los organismos vivas, sobre sus poblaciones y sus comunidades; la evaluacion de riesgo
ecoldgico serd determinada a partir de la concentracién ambigntal esperada {calculada en
el Santuario de la Naturaleza en forma deterministica) ¥y los niveles de exposicion, los
cuales seran determinades principalmente a través de valores de toxicidad aguda v en
casos especificos de toxicidad crénica reportados en especies, familias y géneros similares
a los presentes dentro de la estructura comunitaria presente en el “Santuaric de la
Naturaleza Carlos Anwandter”, por lo cual se hace necesario la seleccidn de especies de
distintos niveles troficos para ser empleades en los bioensayos de toxicidad.

. S e
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I11. OBJETIVOS.

OBJETIVO GENERAL.

Establecer los niveles maximos de tolerancia de las especies locales con mayor relevancia
ecolégica v sensibilidad en &l Santuario de la Naturaleza Carlos Anwandter, a traveés de
Evaluacidn de Riesgo Ecoldgico.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Determinacidn de los niveles de sensibilidad o tolerancia mdxima a determinados
contaminantes sobre las especies estandarizadas vy especies locales de mayor
relevancia ecoldgica.

2. Determinacion de la relacian existente entre los niveles de sensibilidad o tolerancia

maxima de las especies lucales v/s las espacies estandarizadas.

3. Propuesta de niveles de calidad ambiental {valor de norma) sobre la base de la
evaluacion de riesgo ecoldgico en las especies locales de relevancia ecoldgica en el
Santuario de la Naturaleza Carlos Anwandter.
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IIl. MATERIALES ¥ METODOS

Area de Estudia.

El humedal de rio Cruces se carackeriza por presentar amplias zonas de inundacién
estacional y permanente en las riberas. La cuenca del rip Cruces presenta régimen
netamente pluvial, dominada por humedales de tipo riberefio v palustre, con influencia
gstuarina en lz zena inferior (Dugan 1982). La profundidad en las partes inundadas no
sobrepasa lgs 2 metros, mientras que ef cauce principal puede llegar a los 16 metros
{Diarrschmidt 1980). El drea fue declarada legalmente como Santuario de la Naturaleza
Carlos Anwandter €l 3 de junio de 1981, mediante decreto N°® 2.734 del Ministerip de
Educacion; el mismo afio ingresa a la nédmina de la Convencidn sobre los Humedales de
Impaortancia Internacional {Convencion Ramsar), convirtiéndose en &l primer sitio de Chile
protegide bajo este esquema de conservacién. El Santuario incluye el lecho, islas ¥ zonas
de inundacidn de los rios Cruces y Chorocamayo, en una fongitud aproximada de 25 km vy
dge 2 km de ancho como promedio, correspondiendo a una reserva acudtica de
aproximadarnente 4.877 ha, ubicada en el sector estuarial del rio Cruces. El origen de
astos humedales se remonta @ mayo de 1964 cuando &l sur de Chile sufrid un devastador
terremoto, gue provocd el descenso de vastos terrenos asociados 3 riberas de rias, o que
permitid el asentarmiento de zonas himedas que han llegado a convertirse en valiosos
refugios de fauna silvestre (Kennedy 1977).

El rio Cruces se origina en la vertiente occidental de los cerros situados entre 1os lagos
Villarrica y Calafquén. Dreng un dréa de 3.233 km® en la depresidn de San José en la
parte norte de la provincia de Valdivia. De acuerdo a 2 estadistica histdrica, el rig Cruces,
tigne un caudal medio anual de 192,7 m?fs, con uma fuerte variacién estacional, &n
invierno el caudal medio es de 113,6 m®/s, mientras que en verano es de 20 m¥/s, marzo
g5 el mes mas seco, con 1,1654 m¥fs. El ric Cruces es un tributario del Waldivia, ¥ sus
principaies afluentes son los ries Puruldn, Naninhue, San Antonio, Cudico, Pichoy,
Cayumapu, Chorocamayo y otros esteros menores. Sus Oltimos 20 km  tienen
caracteristicas de potamén, con aguas tranquilas y profundas y con sustrato de arena y
limo. Ademds, estdn rodeados por bafiados que alojan con mucho sedimente organice en
el fondo y una abundante vegetacion acudtica y palustre {Campos 1985). Estos bafados,
que tienen mayor extension que el mismo rio, se fermaron por inundacién de vegas

agricolas y ganaderas, que descendieron casi dos metros (Rarnirez et al. 1991) (Figuras 1
Y 2).

m
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Figura 1. Hidrografia cuenca del rin Valdivia, regidn de Los Rios.
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Figura 2. Carta localizacion Santuario de la Naturaleza Carlos Anwandter, Cuenca del rio

Valdivia, region de Los Rios.
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Les humedales mantienan una serie de funciones ecosistémica que ez importante
resguardar, entre éstas por ejemple, el humedzl del rio Cruces, permite el control de
erpgidn, retencidon de sedimentos, retencidn de nutrientes, estabilizacidn del clima, el
control de caudales, control de sedimentacion, almacenaje de aguas, lo gue reduce los
riesgos de inundacion para |la poblacién (Mufioz & Méller 1992). Ademas del valor desde
la perspectiva de la biodiversidad, &l Santuario tiene un valor adicienal por el potencial
uso en recreacioén, turismo e interés educacional para la priacitica de la educacitn e
interpretacidn ambiental {Morales 1979). De gran importancia s la alta productividad v
diversidad bicldgica del Santuario del rio Cruces {Schlatter, 1976; Schlatter et al. 2002),
la flora acudtica y palustre del Santuario, properciona un fugar de vida, refugio vy
nidificacién para una gran cantidad de especies de fauna y gg ademds una importante

fuente de alimento para los consumidores primarios [Araya et al. 1995; Kennedy 1%77).

Ue acuerde al origen fitogeografico de las especies de flora, el 5% de ellas son plantas
nativas, cbservdndase un alte porcentaje de plantas aldctonas (32,5%), que indicaria que
en esta zona existiria un alto grado de intervencién humana (Ramirez et al. 1991}, a
pesar de ello este sector es una zona muy rica en diversidad vegetal, confermada por 30
especies de plantas superiores, distribuida en 39 familias ¥ 62 géneros (Ramirer et al.
1991}, considerando la abundancia de las especies, los Criptofitos dominan el espectro
biolégico con un 62,3%, confirmandose asi el caracter hidrofilo de [a vegetacidn, es decir,
de tipo acuatico v palustre, los Hemicriptofitos representan el 35,25% y los Fanerifitos v

Camefitos, &n conjunto forman menos del 3% del total.

La avifauna del Santuario esta formada por mas de 60 especies y ha sido estudiada por
Kennedy {1977), destacande por su abundancia la tagua (Fulice armiffata) v el cisne de
cuelin negro (Cygnus mefancorypiius). En los bafados abundan coipos (Myocasfor
coyupus) ¥y carpas (Cyprinus carpius] que al igual que las aves nombradas, se alimentan
de plantas acuaticas y palustres {Campos 1985).
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La fauna icticlégica de este rio y sus bafiados no es muy variada, pero entre las especies

existan algunas que cumplen roles ecologicos de gran importancia, ya sea como
consurnidoras primarios o formando parte de la dieta de muchas especies de aves y de
algunos mamiferes {Campos 1985), denirg de las especies autdctonas se encuentran:
Brachygalaxias bulfocki (Puye}; Galaxias maculatus (Puye); Cheirodon galusdae {Pocha
de los lagos); Cheirodon piscicufus (Pocha comdn); Chefrodon austrafis (Pocha del sur),

entre otros.

La alta sensibilidad de este ecosistema a las modificaciones ambientales, se hizp patente
producto de la situacién ocurrida en el Santuario, durante el afio 2004, De esta forma se
hizo urgente la necesidad de evaluar acabadamente de los potenciales impactos que las
actividades productivas generadas en las cercanias del humedal pudiesen generar v
determinar de manera especifica los efectos toxicos y posibles riesgos ecoldgicos a que se
ve expuesto este fragil sistema.

———— — — B T ]
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Flujo Metodolagico.
El desarrello de este estudio e baso en el enfoque de la Evaluacidn de Riesge Ecoldgico,

en base al siguiente flujo metodolégico basico, como s& muestra en la Figura 3.

Figura 3. Flujo Metodoldgico.

002452
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3.1 DETERMINACION DE LOS NIVELES DE SENSIBILIDAD O TOLERANCIA
MAXIMA A DETERMINADOS CONTAMINANTES S0OBRE ESPECIES
ESTANDARIZADAS Y ESPECIES LOCALES DE MAYOR RELEVANCIA ECOLOGICA

Informe Final Avaluaciin de resgo ecoldgice para el Santuaric de la Noturafezz Carlos
Arwangter come apopa 2 la elzhoragidn del anteprovecto de fas normas secundaras de calidad

ambiantal para iz proteccidn de las aguas de iz cuenca det rio Vatdivia, GHLE

3.2.1 SELECCION E IDENTIFICACION DE ESPECIES LOCALES DE RELEVANCIA
ECOLOGICA Y EL ROL ECOLOGICO DE LAS ESPECIES SELECCIONADAS PARA LOS
BEIOENSAYOS EN EL “SANTUARIO DE LA NATURALEZA CARLOS ANWANDTER".

A partir de la informacidén bibliografica recopilada y sistematizada, se generd un listado de
las diferentes especies presentes en el Santuario de la Naturaleza Carlos Anwandter. Este
fue analizado por diversos investigadores, de acuerdo a su especialidad y conocimiento
del drea en estudio, determinando las especies a ser ufilizadas en bioensayos. La
metodalogla otilizada fue en base a un Panel de Expertos, cuyos participantes se
muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Profesionales que integraron el panel de expertos para determinar especies a

utflizar en bioensayos de toxicidad.

A

Mg. Maritza Mercadio Consultgra Benthos . frenthos. maritza@gmail com
MACROINVERTEBRADOS "By David Figueroa VL. Temucn dfiguers@uct cl
FITOPLANCTOR Dra. Fabigla Cruces U. Cancepeidn ferucesigudec.cl

Dr. Stefan Weelf UACH swoalfl@uach.<l
ZOOPLANCTON Or. Patricio de Los Rios UC., Temuca prios @uct.cl

Mg, Enrique Hauenstein UC. Temuca ehauen@&@uck.cl
MACROFITAS Dr. Carlos Ramire: UACH cramirez@uach.cl

Drz. Evelyn Habit U. de Concepcitn ehabit@udec.cl
FECES Dr. Ivén Valdebenita UE. Temuco ivisler@uct.cl

Los criterios considerados para la seleccidn de especies representativas del Santuario de
ia Naturaleza Carlos Anwandter- Rio Cruces fueron |os siguientes:

« Criteric 1 (60%): Especies posibles de cultivar o mantener en laboratorio, criterio al
tual se le asigné una ponderacion del 60%.
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« Criterip 2 [20%): Especies gue dadas sus caracteristicas son consideradas como
indicaderes de busna calidad de aguas, asigndndole a este criterio una ponderacian
del 20%,.

» Criterio 3 (20%): Relevancia ecoldgica de cada una de las especies en estudio. Este
criterio se subdividid por abundancia ¥ por rol tréfico asignandele a cada ung una
ponderacion del 1004,

Por especie, cada experto le asignd un wvalor de 1 a 3 & cada criteric establecido,
abteniéndose la valorizacion final mediante el promedio el cual se compard con los rangos

establecidos y su correspondiente definicidn (Tabla 2).

Tabla 2. Rangus para seleccion de espemes

spme 13 selemnnada, '.ra gue no cumple con los criterios establer:n

x5 para ser empleada en

binensayos

1,6- 2.0 Se requiere wontar con mayor informacidn para determinar e potencial de est= especie ¥ Su

empleo en bioensayos

2.1-3.0 Especia seleccionada dado su potencial para ser empleada en binensayos, de acuerdo a los
criterios estableridos. *Este intervalo corresponde al 70% de exigendia

Seleccion de [os organismos utilizados en bioensayos.

La seleccién de los organismos a utilizar en los bioensayes de toxicidad se efectuds en
base a la presaleccidn establecida mediante ef Panel de expertos desarrollado en el
estudio antecedente “Aproximacion Ecotoxicoldgica y Evaluacion de Riesgo Ecoidagico
tedrico en apoyo a [a@ elaboracién del Anteproyecto de Normas Secundarias de Calidad
Ambiental para la proteccicn de las aguas del rig Valdivia®, revisidn biblicoradfica posterior
y los criterios establecidos en dicho estudic para ese fin. El listado ermanads del panel de
expertos debe ser entendide como una forma de reducir el espectro de especies a ser
utilizada para el desarrolle de los bioensayos. Ya que al comenzar a trabajar con las
especies pre-seleccionadas, se evidenciaron inconvenientes, los cuales sélo se verian
solucionados si se contase con un importante nivel de conocimiento sobre los taxa en
gstudio, sin embarge en la mayoria de los casos esta informacién no s& encuentra
dispanible.
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A continuacién se detallan tres razones que explican las diferencias entre el listado de

gspecies propuesto en el estudio anterior v 12 actual lista de especies utilizadas en lgs
ersayos de toxicidad:

a) Anailisis Estacional.

Al momento de realizar los muestreos {fines da otofofcomienzos de inviarno) las bajas
abundancias de especies propuestas o la ausancia de algunas de ellas, nos lleva a pensar
que podermos estar &n presencia de factores temporales {estacionales), que no fueron
considerades en la seleccion efectuada por &! panel de expertos v que determinarian el
exito de un campafia de terrenc {objetivofesfuerzo de captura}. Nos referimos a las
variaciones diarias, estacionales e incluso anudles gue pueden experimentar las
poblaciones de las especies propuestas griginalmente v que se relacionarian con procesos
sucesignales, aspectos climaticos y perturbaciones (Minshall, 1988).

Las fuentes de modificacién de patrones de presencia-ausencia en una escala temporal,
puadan verse fuertemente asociadas a perturbaciones de origen muy wvariado, por
ejemplo al modificarse la vegetacién ripariana f{uso de suelo), se generarfa una
modificacién del régimen de ingrese de material aléctono grueso y fing; como
consecuencia se produciria una respuesta (variacion) de tipo funcional (rol trofice) en las
comunidades bentdnicas (Lmly & Hilderbrand, 2000; Scheibler & Debandi, 2008). Dtro
ejempio estaria dade per las modificaciones encontradas en la estructura de comunidades
de macroinvertebrados por Piscart et al. {2005} & consecuenciz de un gradiente de
salimidad desde un efluente. Estas fuentes de perturbacion también pueden tener
impartante incidencia en los patrones de deriva (no conocidos en nuestros rios), y que
determinan |a presencia de especies y por consiguiente la estructura comunitaria en un
lugar determinado dentro del sistema fluvial (Waters, 1972; Reisen & Prins, 1972).

En rada sistema, si bien es posible inferir patrones generales de comunidades y
poblaciones que las componen (listade generado a partir del panel de expertos),
miiltiples interacciones con el medio las hacen de suyo particular. Este seria el caso del
lugar {(aspecto espacial) y época del afio (aspecto tempeoral) en la cual se gjecutaron las
actividades del proyecto ¥ que justificarian haber planteado un nueavo listado de especies,
que si bien correspenden a gspecies encontradas en los actuales muestreos efectuados en
el area, no todas corresponderian a especies citadas en el listado propuesto
anteriormente.

— ..
%
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b) Problemas de cultivo (ciclo) con algunas de las especies seleccionadas por el
panel de expertos.

Producte de la escasa informacién bioldgica de algunas de las especies propusstas por el
panel de experto, en térmings, de los cicles bioldgicos {aspectos de la reproduccion,
estados larvales, juveniles y adultos, y reguerimientos ambientales), se han debido
descartar algunas de las especies propuestas dadas las miltiples dificultades para su
mantencion en laboratorie. Aspectos criticos ban tenide relacign con la reproduccion
donde algunas de las especies presentan una baja fecundidad v son muy fragiles en su
manipulacidn. La alimentacion también ha sido un factor relevante dado que es necesario
estandarizar tipos de dietas que aseguren la mantencién de especies de copépodes vy
dafnidos en sistemas cerrados. Estoe ha implicado la mantencion de microcultivos de algas
que sustentan a estas poblaciones con las respectivas dificultades en su mantencién.
Ademas otros factores criticos en laboratorio, se relacionan con el contral de tempearatura,
oxigenacidn y tamanfio de la burbuja de aire en los vasos de precipitade v matraces, o
cual ha dificultado encontrar el balance en algunas de las especies propuestas
griginalmente.

<) El listado original se basa en 2l desarrolio del panel de expertes centrado en
fundamentos tedricos.

Respecte de este (ltimo punto es importante destacar que la seleccidn de especies
prapuesta, basado en un panel de experto, no considerd los aspectos finos de
requerimigntos y manipulacion en condiciones artificiales o de laboratoric que permita la
mantencion ¥ cultive de las especies seleccionadas. Esto Ultimo hz llevade zl equipo a
emplear un sequndo filtre en la seleccién de las especies que actualmente sa estan
utilizando para ilevar a2 cabo los bioensayos, las cuales han respondide de manara mas
adecuada a las cendiciones de laboratorio que se estdn manejando. Ademads, durante los
muestreos se han encontrado otras espectes que también cumplen can los criterios

necesarios para seleccidn en bioensayos.

La seleccidn de las especites considerd el empleo en los bicensayos de al menos un taxa
de cada uno de los niveles troficos que conforman |3 estructura funcional gue caracteriza
gste ecosistema (fitoplancton, zooplancten, macroinvertebrados, peces y macréfitas). De
gsta forma, se efectus un andlisis de! rol tréficc de cada una de las especies
seleccionadas, en base a fichas técnicas de éstas y andlisis de |a estructura funcignal de
este ecosistema.
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3.2.2 ESTABLECIMIENTO Y MANTENCION DE CULTIVOS DE LAS ESPECIES
LOCALES DE MAYOR RELEVANCIA ECOLOGICA (FITOPLANCTON, ZDOPLANCTON,
ICTIOFAUNA, MACROFAUNA BENTONICA Y MACROFITAS).

-Cultivos de especies estandarizadas de Fitoplancton, Zooplancton y Peces.

Para el desarrollo de este estudio, se utilizaron cultivos partenogenéticos de Daphnia
obtusa y Selenastrum capricornufum, cultivas que se comenzaron a partir de ejemplares
adquiridos en el Laboratoric de Bioensayos de la Universidad de Concepcidn, para [a
mantencion y desarrallo de las especies se utilizaron ios protocelos de la APHA {1995) v
NCh2083 {1999) para D. obtuss, en el caso de 5. capricornufum se emplearon |os
protocolos establecidos en la NCh2706 (2003) v para O. mykiss los protocolos de EPA
{1998).

Eleccion de los arganismos utilizados.

Los eorganismos que se utilizaron en el desarrollc de cada uno de los bioensayos
corresponden a Sefenasfrum capricornutum una alga verde (clorofita) unicelular con
forma de media lunz y un volumen aproximade de entre 40 y 60 mm?, que puede
encontrarse en sistermas acuaticos epicontinentales eutrdficos u oligotréficos. Cuando las
células son expuestas a muestras gue contienen contaminantes téxicos, su reproduccion

se afecta, alterando la tasa de crecimiante de la poblacién de las algas.

Un segundo organismo utilizado corresponde a la especie Daphnig obtusa, organismos
que es posible enconfrar en los lagos norpatagdnicos del pais, resultando, por
consiguiente, ser representativos de los ecosistemas nactonales, a diferencia de otras
especies que si bien se encuentran estandarizadas no responden a las caracteristicas de
los ecosistemas estudiados vfo evaluados.

Finalmente |os peces, organismos representatives de los cuerpos acuédtices v pueden ser

utilizados come indicadores de toxicidad como es la especie Oncorynchus mykiss,

—_—
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Descripeion de los cultives para Daphaia obtisa,

Aqua de los Cultivos.

Los cultives fueron mantenides en agua procedente de lago {para este caso se utilizaros
las aguas del lage calafguen}, la coal fue filtrada utilizando un filtro con un anche de poro
de 0,2 pm, con el fin de eliminar impurezas que ésta pudiera contener.

Alimentacién y condiciones de los cultivos.
Los cultives fueron alimentados con una dieta estandarizada basdandose en el protocolo
del APHA (1955). Este alimento es una mezela de harina de pescado, alfalfa v levadura.

Se agrego 1 mL de este alimento por cada 50 individuos en 1 L de agua cada dos dias.

Los cultives fueron mantenidos en recipientes de vidrios de 2.5 L de wolumen con 1 L de
agua, que contuvieron una densidad constante de alrededor de 50 individuos. La
mantencién de alrededor de 10 acuarios de este tipe con la densidad antes mencionada
de manera constante e invariable, basta pare realizar alrededor de cuatro bioensayos
semanalmente.

Recamhbio del medio,

El recambio del medic de los cultivos se realizé una vez por semana, con &l fin de gue las
condiciones fueran siempre estables y no existiera presencia de exubias ¢ desechos de los
mismos organismos. Para ells, sa separaron las Daphndz utilizando una pipeta Pasteur,
éstas se colocaron en una pequefia cantidad del agua del cultive, los acuarios se lavaron
con agua corriente y luego fueron “cebados” con agua de lago, se volvieron & llenar con
agua de lage aireada durante 24 h v los arganismos se devolvieron al acuario ya limpio,
Finalmente se |les suministro como alimento agquel protecolizado par la APHA {19953,

Condiciones fisico-quimicas.
Los cultivos fueron mantenidos a temperatura ambiente fluctuante entre el dia v la noche,
con fotoperiode de luz natural en periodo de verano (12 horas de luz - 12 horas de

oscuridad) ¥ con sistema de aireacidn mecanica.
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Descripcion de los cultivos para microalga Sefenastrum capricornutum.

El cultiva de fitoplancton se basd en la preparacidn de cinco solucionss, conteniendo
micranutrientes (19 can macrenutrientes), es decir, las 4 soluciones restantes, todas ellas
con las concentraciones adecuadas para asegurar un crecimiento dptimo de las algas
durante el periodo de incubacidn. Para la proliferacion se procede a la inoculacion bajo
condiciones de esterilidad en donde el cultive se puede iniciar a partir de cepas
mantenidas en medio sélide tomando las células con un asa v esparciéndolas en & medio
nutritive liguide, ¢ a partir de un cultive liquido de zlgas que haya alcanzado la fase
ectacionaria. El medio inocuflado se puso a 24+ 2°C dentro de una camara con

iluminacion superior 2 2 000 lux, manteniendo aireacién parmanente.

Bescripeion de los cultives para peces Oncorhynchus mykiss.

Las organismos fueron expuestos a wun pericdo de aclimatacidn de 24 horas con el
proposito de eliminar individuos que no poseian condiciones optimas. Para una buena
mantencion de los organismos del ensayo se efectuaron recambios diarios de agua con

oxigenacion constante, los peces fueron alimentados con pellets de harina de pescado.

Cultives de especies locales de Fito - Zooplancton ¥y Macrofauna Bentdnica.

Cultivos de Fito — Zooplancton especies locales.

Para la implementacion de cultivos se realizd un muestres mediante red para fito y
zooplancton fina 12 cual cubrid una lengitud de 1000 metros de arrastre superficial an &l
Santuario de [a Naturaleza del rio Cruces sector Punucapa, se reqgistraron las variables
ambientales, se efectud una toma de muestras de agua para su caracterizacion quimica
en laboratoric, las colectas de fito y zooplancton fuercn filiradas en terreno ¥
almacenadas en contenedores plasticos con voldmenes acordes con la densidad de
organismos colectados, para evitar la falta de oxigeno durante el process de traslado a
laboratorin. Las especies empleadas fueron Chioreffa sp, Scenedesmus guadricauda,
Daphnia  ambigua, Simocephalus sp., Simosa sp, Skistodizptormus  dizbolicus v
Acanthocyclops vernalis,

-
m
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Cultivos de Macrofauna Benténica.

Fara la implementacion de cultivos de macrofauna bentdnica se muestrearon los
ejemplares del Rio Codihue {coordenadas UTM 75%051E - S6763598N), distante a 70 Km
de Temuce, afluente del Lago Colice. El rin Codihue es un rie precordillerano el cual
presenta abundante vegetacidn riberefia y baja actividad antrépica. Los parédmetros de
referencia de calidad del agua del rig Codihue al moments de su captura fueron:
Temperatura 11.7°C; Conductividad Eléctrica 93.3 u5; Sélidos Totales Disueltas 46.8
mgfl v pH 7.44.

Los cultives se efectuaron con éjemplares del género Meridialaris sp v de la familia
Chironomidae {Paratanytarsus grirnmif).

Los Chirendmidos presentes en al fondo del rio {sustrato) se colectaron con una red tipo
D. Las muestras obtenidas fueron colocadas en bandejas de plastico v los individuos
presentas fueron tomados con un gotario plistico v depositado en una botella de vidrio,
Posteriormente se colocaron en recipientes con aireacion para su traslado al laboratorio.
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BIOENSAYOS SOEBRE
SANTUARIO DE LA NATURALFZA Y EN LAS ESPECIES ESTANDARIZADAS
CONSIDERANDO DIFERENTES NIVELES TROFICOS,

REALIZACION Y VALIDACION DE
LAS ESPECIES DE RELEVANCIA ECOLOGICA DEL

En Iz Takla 3. se muestran los taxa de diferentes niveles tréficos empleados en [a

realizacidn de los bioensayos de toxicidad.

Tabla 3. Taxa empleados en realizacion de bioensayos de toxicidad Santuario de la

Naturaleza.
Sefenastrum ;
caprsoratum Estandarizado
Fitoplanctan Chierella sp. Local yio Native
Srenedesmus ;
quadricavda Local vfu Native

Zooplancton

Dapfinia obtusa

Estandarzado

Daphnia ambiguz

tocal vfo Mativo

Simacephalus sp.

Local y/o Native

Simosa s5p. Local wfa Nativo
Skistodiaplomius .
diabolicus Local ¥/ Native

Acanthocyclops vernafis

Local yfo Native

Macroinvertebrados

Meridialars so.

Local wfo Nativo

Pargtenylarsus grimmii

Local yfo Matbvo

Peces

Galaxias maciialus

Local yfo Mativo

Qacarhynolus mpkiss

Estandarizada

Macrafitas

Myriophyiium sp.

Lacal vfo Native

De esta forma, empleando |as especies antes mencionadas se efectuaron bioensayos de
toxicidad, los cuales son una herramienta que nos permite cuantificar y obtener el nivel
de toxicidad de una muestra, midiendo el efecto de uno o mas contaminantes sabre las
especies ha evaluar y consiste en la exposicion de los organismos @ concentraciones
crecientes de un agente tdxico determinando sus cambios en un pericdo de tiempo
especifice. Los organismos seleccionados, es decir, especies o familias de diferentes
niveles troficos del ecosistema en estudio, fueron expuestos a distintas concentraciones
de 5 metales previamente establecidos come son: Aluminio (AlY, Cobre (Cu), Hierro {Fe},

-_—
m
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Manganesa (Mn) ¥ Zinc {Zn}. Asi, de acuerdo a la metodologia empleada se determing la
concentracion letal media, o LCsg, a un nivel de confiahilidad del 95% para cada uno da
los grupos analizados.

a} Validacidén y Realizacién de bioensayos con Zaoplancton.

- Validacion de ensayos. Preparaciéon de la solucidn madre del téxico de
referencia (K2Cr,0;) para Daphnia obtusa.

La preparacidn de la solucidon madre se efectud llevando a peso constante cristales de
KzCraOs; para ello se colocaron 10 mg de éste en una placa Petri y se calentd por una
hora en una estufa cen campana a 100% C. Luege de esto, los cristales fueron pesados
hasta alcanzar un peso estable, posteriormente se prepard una solucidn de stock de 1000
mgfl, 100 mg/l ¥ 10 mg/fl las que fueron refrigeradas a 42 C, en frasco oscure y cubierta
con papel aluminio. A partir de esta solucidn madre se prepararon las diferentes
econcentraciones ensayadas en |las pruebas toxicoldgicas con D. cbtusa.

Se efectud un ensayg praeliminar para determinar las concentraciones definitivas del
toxico de referencia, estas concentraciones corresponden a: 0,33mg/1-0,80mg/l-1,5 mg/l-
3.5ma/l v 3,7mag/fl, 1as cuales fueron establecidas en base a revision bibliografica de
estudios precedentes. Finalizado este ensayo preliminar, se procedid a determinar las
concentraciones definitivas del compuesto las que fueron: 0,1 mg/l-0,2 mg/fl-1,5mg/l ¥
2,5 mofl de Dicromate de potasio.

En este ensayo de validacion se utilizd agua reconstituida, preparada &n base a Nch 2083
{1999,

- Realizacidn bicensayos de toxicidad con metales para zooplancton,

En esta etapa se efectuaron bicensayos con diferentes taxa que fueron expusgstos a
concentraciones de los 5 mefales previamente sstablecidos. Para estas pruebas se utilizd
como agua de dilucicn, agua de lago filtrada, aireada vigorosamente 24 horas antes,
previo a su utilizacidn se comprobo que la concentracidon de oxigeno se encontrara por
encima de & mg/fL (CIID 2004), ya que en el momente de las pruebas toxicolégicas no se
ocupd sistema de aireacidn mecdnica. No se suministré alimentacién a 1os neonatos en el
transcurso de los bipensayos (NCh2083 1999) (Tabla 4).
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Tabla 4. Concentraciones de metales en bipensayos de Daphniz obtusa.

Limpieza de los materiales.

" Previo & la realizacian del bicensayo se lavaron cuidadosamente las camaras de prusba
saglin 1o recomendado por la NCh2083 (1999), para evitar que algdn residuc contenido
en los envases interfiera en los resultados de los bicensayos. Se dejaron por 24 horas en
HHNO= [al 10%) v posteriormente fueron enjuagadas con agua carriente seis veces. Luego
de esto fueron dejadas en remojo por 43 horas en agua destilada haciendo recarmbio a las
12 horas. Antes de [a realizacidn del test fueron enjuagadas con agua de dilucidn utilizada
para la mantencion y desarrollo de los cultivos, asi s& asegura que el material de vidrio no
contenga restos de dcido que puedan alterar los resultades de los test. Al tarmine de cada
ensayo se repitid el procedimiento de limpieza para eliminar los restos de los toxicos
empleados. Las pipetas y todo material usado en las pruebas recibieron el mismo

tratamisnto que las camaras wtilizadas.

Tratamiento de [as muestras previo bioensayos.

Una vez en el laboratorio fue necesarip tratar las muestras antes de la realizacion de los
tast, utilizando protocolos. Parg las muestras liguidas se utilizd la NCh2083 (199%). Par su
parte, como es explicd anteriormente, para el toxico de referencia, se prepard
previamente una sclucién madre a partir de la cual se hiciegron las diferentes diluciones
para obtener las concentraciones dessadas para el ensayo.

Realizacion del Ensayo,

Para cada bioensayo se efectuaron cuatro réplicas, considerandoe un total de 5
concentraciones mas un contrd por cada metal seleccionado, comoe medio se utilizd agua
filtrada de dilucidn sin presencia de toxico. Por lo tanto cada test para cada metal
seleccionado implica el uso de 24 frascos de vidrio de 10 mL de volumen con una aktura
de 4.7 cm, a los cuales se les agrega el agua filirada, en este caso no se proporciond un
sistema de aireacion mecanica durante el tiempo de expaosicién. Finalmente, tanto en el

contral comeo en las diferentes concentraciones utilizadas por cada metal s considerd la
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cantidad de 5 neonatos de 0. ofitusa. Estos organismos de hasta 24 horas de nacidos,
fueron colectados desde los acuarios de cultive (Figura 4).

Figura 4. Disposicion de envases bicensayo con microcrusticeo Daphnis obfusa.

Condiciones fisico-quimicas.

Los cultivos fueron mantenidos a temperatura ambiente fluctuante entre el dia y la noche,
con fotoperiodo de luz natural en periode de verano (12 horas de luz - 12 horas de
gscuridad) y sin sistema de aireacidn mecdnica.

Un resumen de las condiciones en las que fueron realizados les bicensayos se presenta en
la Tabla 5.

Tahla 5. Resumen de |las condiciones en que fueren llevados a cabo |95 bioensayes con
Daphnia obtusa

Tiempa de exposicidn

24 v 48 horas

Temperatura 18+20 C
Calidad de la luz Flugrescente, blance-frig
Fatoperdado 12hrs luz - 12hrs oscuridad
Volumen de las camaras 10 mL
Edad de los crganismos MNzonztos < 24 horas
Nimero de concentracianes 5
Wamers de replicas por concentracian 4
Numero de urg?niﬁmos usados por 5
cAmarag
Alimentacion Ninguna

Alreacion

Agua previamente aireada por 24
h

Tipa de agua del contral v de dilucign

Agua de lago filtrada

Respuesta Mortalidad
Criteric de aceptabilidad Hasta 10% de mortalidad en el
control
Expresidn de los resuliados Llsy
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Registro de los datos.

Al finalizar el tiempo de duracidn de los bicensayos (48 horas) se procedié a verificar al
efacto de las diferentes concentraciones sobre los organismos, teniends como juicio de
signo de muerte, la inmovilidad de les individuos por un tiempo aproximade de 30
segundaos, registrando el namere de organismos muertos en funcién de los vivas ¥ de

acuerdo a esto se caleuld el porcentaje de mortalidad.

Analisis de los datos.

Luego de finalizar las pruebas se procedié a calcular el valor del LCsy de 48 horas vy los
limites de confianza del 95% utilizande el programa PROBIT ingresando los datos de
mortalidad registrados para cada wno de los bicensayes en los cuales el control
presentara un porcentaje de mortalidad inferior al 10% {US EPA, 1950).

- Validacion de ensayos. Preparacion de la solucién madre del toxico de
referencia {K:Cr20;) para Daphnia ambigua,

La preparacién de la solucidén madre se efectio siguiendo los mismos pasos descritos en
el caso de la validacion con |a especie Daphnia pbtusa.

Las concentraciones fuercn establecidas en base a revision bibliografica de estudios
precedentes. Se procedid a determinar las concentraciones definitivas del compuesto las
que fueron en un ensayoc preliminar de 0,1-0,5-2-10-50mg/fl |as cuales permitid
establecid el rango a evaluar de Dicromato de potasio

b} Validacion y Realizacidn de bivensayos con Fitoplancton.

- Validacign de ensayos. Preparacion de la solucion madre del toxico de
referencia {K:Cr.0;) para Selenastrom capricornutum.

La preparacion de la solucidn madre, se esfectud siguiendo el mismo procedimiento
empleade en el caso de los ensayos con Daphniz obtusa. Asi, se realizd un ensayo
preliminar que evalud las concentraciones de 0,3mg/l-0,5 mg/l-1 ma/l Smg/ly 10 mg/l,
las cuales fueron establecidas de acuerdo a literatura consultada. Finalizade el ensayo
preliminar, se procedié a determinar las concentraciongs definitivas del compuesto las
gue fueron: 1mafl-2mg/l-3,5mfl-4,5mgf v 5,4mgfl de K:Crz0;. En  este ensayo de
validacidon se utilizd medio de cultivo preparado en base a la Nch 2706 (2002).

T —————m ————————————————————m
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- Preparacién de la selucian madre del téxico de referencia (K:Cr,0;) para
Chlorella sp.

Los pasos a seguir consisten en los descritos anteriormente para S.capricornutum,

evaluande en primera instancia |as concentraciones de §,3-1,3-2,3-3,5-5 mg/| de

Kzlrz0-  Estableciendo finalmente las concentraciones definitivas.

- Realizacién bioensayo de toxicidad con metales para fitoplancton.

Para cada bioensayo se utilizaron cuatro réplicas, donde para cada una hubo 5 diferentes
concentraciones mas un control {agua de dilucién sin prasencia de tdxico alguno). Por lo
tanto, cada test implica el uso de 24 frascos de vidrio (Figura 5). Tanto al contral como
las diferentes concentraciones ensayadas se raalizaron en base a cilculos previos como o
muestra Iz Tabla 7. El agua de dilucién utilizada para las pruebas corresponde 2l medic
de cultivo de |as algas, cuyo pH es de 7.5.

Figura 5. Disposician de envases Bioensayo con Selenastrum capricornutum.

El steck de microalgas con &l que se comienza a trabajar corresponde a 500.000 Celfml,
donde al agregar 6.2 ml de estas a cada una de las réplicas ensayadas se obtendrd una
concentracion inicial para la prueba de 50,000 celfml.

Las concentraciones ensayadas para cada metal se resumen en la Tabla 5, las que se

definieron en base a ensayos preliminares y literatura respectiva.
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Tabla 6. Concentraciones evaluadas de microalgas.

mnc;ct._?agn-n esI 0.42 0,48 0,53 0,58 0,62
mnceﬁtur?::ifl_nes I1 0,15 0,22 0,34 0,45 0,54
mnczziﬁ; esI 0.3 0.5 1,0 50 it
cuncE:lItE;:;g;es It 0.5 12 2,5 52 i
Eanceﬁifg?:;nnes I 0,48 0,56 0,76 0,82 0,86
Eoncej:ll:':fi:m es II £.0 12,0 17,0 24,0 IR0
Cnnﬁct:::l':ilnon_es 1 a,33 0,48 .32 0,55 0,75
Contentrtiones It | 07 08 L3 1,7 2,2 —
concentraciomes L | 2 25 35 35 | so
Concentraciones £z | 0% 1.2 22 32 | 42

Un resumen de las condiciones en las que fueron realizados los bioensayos se presenta &n

la siguiente Tabla 7.

Tabla 7. Resumen de las condiciones en gue se efectuaron |os binensaves con
Sefenasfrum capricornutum.

Tlem po de exposicibn ¥2 -06 horas
Temperatura 20°C -23°C 39 C
calidad de |a luz Blanca fria dada por tubos
fluorescentes
Fatoperiads Iluminacién continua
Volumen de las camaras 30 ml
Nimers de concentraciones 5 mas un control
Nomers de replices par cancentracidn 4 —.
Factor de dilucién 0,3-0,%
Alimentacion Minguna
Aireacidn Mo
Duracién del ensayo 96 horas
Respuesta Mertalidad /densidad { conteo)
Criterio de aceptabilidad Hasta 10% de mortalidad en &l
cantral
Expresidn de los resultados LCsq

Reygistro de los datos.

Al finalizar e| tiempo de duracién de los bioensayos se procedio a verificar al efectoe de las
diferentes concentracicnes sobre los organismos, obteniendo la densidad de células
existente para cada concentracion, estableciendo el crecimiento visualizado en relacion

con el rigsgo.

e e ——————— TR
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Analisis de los datos.

Luege de finalizadas las pruehas se procedio & caleular el valor del LCs; de 96 horas v los
limites de confianza del $5% utilizando el programa PROBALG, ingresando los datos de
mortalidad registrados para cada uno de los biosnsayos en los cuales el control
presentara un porcentaje de mortalidad inferior al 10% (US EPA 1990) y la densidad
celular del control fuese superior respecto a la concentracién maxima, ademds de no
existir una diferencia superior al 20% entre las replicas.

¢} Validacion y Realizacion de bioensayos con Macreoinvertebrados Benténicos.

Los organismos que se utilizaron en el desarrolle de cads uno de los bicensayos
corresponden a especimenes pertengcientes a la comunidad de invertebradas bentonicos
del Orden Ephemeroptera con su Familia Leptophlebiidae y Dipteros de la Familia
Chirsnomidae.

El criterio de seleccidn para ambas taxa fue la alta abundancia de las poblaciones
respectivas en el ambiente natural, su condicidén de especies indicadoras de buena calidad
de agua en el caso de Meridialaris sp. v su amplia distribucidn en el territorio en &l caso
de Chirpnomidae.

En la realizacién de log bigensayos, estos organismos fueron expuestos a diferentes
concentraciones de los metales seleccionados (aluminio, cobre, hierro, manaraso ¥ Zinc)
por un tiempo de 96 horas con el objeto de determina la concentracion letal media, o
LCzn, 2 un nivel de confiabifidad del $5%.

- Validacidn de bicensayos para macreinvertebrados.

Para |a estandarizacion de los bioensayos se empled Dicromato de Potasio (K.Craq), las
dilucicnes empleadas en los bicensayos con macroinvertebrados fueron preparadas con
agua reconstituida en base a Nch 2083 {1999). El procedimiente efectiuado es el mismo
descrito anteriormente {punto 3.1.1 a ¥ b} en el caso de los ensayos con oo v
fitoplancton, sélo varia la duracidn del ensayo que en este caso alcanza las 48 horas.
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Muestree y Trasporte de Invertebrados Bentonicos Nativos.

Los invertebrados bentdnicos empleados en Ios bioensayos fueron colectados en el Rio
Codihue, mediante muestreos al zzar durante los meses de marzo, abril v mayo
empleando una red Surber de 30x30 centimetros. Las muestras de fauna fueron
minuciosamente separadas del material organicoe e inorganico, esta operacion se realizd
in situ, posteriormente las muestras fueron identificadas hasta el nivel taxondmico de
familia mediante claves y descripciones de Peters y Edmunds {1972}, McCafferty {19833,
Arenas (1993, 1995) vy Fernandez y Dominguez (2061).

Los individuos empleados en los bicensayos fueron seleccienados utilizando bandejas de
60x30x15 em donde se dispuse el material colectado, posteriormente fueron recogidos
mediante gotarios vy dispuestos en el sistema de transporte especialmente disefiade para
este tipo de comunidad. Este sisterma consiste en la utilizacién de envases de 10 litros en
cuyo interior se dispone un sustrato artificial para que los individuos transportados se
adhieran ¥y se distribuyan de forma uniforme en los envases de traslado. Adicionalmente
Ios envases de transporte fueron implementados con un sistema de aireacidén mecdnica
en un' cooler con icepack de manera de asegurar y conservar la temperatura de
recoleccion (entre 11 y 14°C) (Figuras & ¥ 7). Una vez en el laboratario fueron
mantenidas por 24 horas para su aclimatacidn antes de ser utilizadas en los bioensayos.

SISTERAS DISENADD PARA CAPTURA Y TRANSMIRTE DE L0
INGHVIDUOS

Separaclén y Selecerin de
IngdhAdycs en Terras

T R LT DIV

Figura &. Sistemas de recoleccion y seleccidn de especies.
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Eisterna d& Transporte de
Indiwiduwes a1 Labo=torio

Setema de Seleccion y N
=saparacidn de individ sas

o T T T T AL L P

Figura 7. Sistemas de transporte v envases de traslados de especies

- Realizacion de hicensayos de toxicidad con metales,

Mediante los bioensayos con macroinvertebrados bentonicos efectuados se evaluaron 5
metales previamente definides (&luminic, cobre, hierrs, manganeso ¥  zZingd, los
crganismos empleados corresponden al Orden Ephemeroptera especificamente a la
Familia Leptophlebiidae v Dipteros de |a familia Chironemidae.

- Disefic de bioensayos con Invertebrados Bentdnicos WNativos- familia
Leptophlebiidae.
Fara cada bicensaye se& emplearon cuatro réplicas, considerando un total de 5
concentraciones mas un control por cada metal seleccionado, como medio se utilizd agua
filtrada de dilucidn sin presencia de toxico. Por lo tanto cada test para cada metal
seleccionado implica el use de 24 vasos precipitados de 100 ml 2 los cuales se las agrega
el agua filtrada, adicionalmente se |les proporciona un sisterma de aireacidn mecanica
durante todo el tiempo de exposicion, el que corresponde a 95 horas {Figura 8).
Fimalmente, tante al control como las diferentes concentraciones utilizadas por cada metal

contienen 5 individuos de [a familia seleccionada para este estudio.
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Figura 8. Disposicidn de envases bioensayos con invertebrado bentdnicos nativos.

A su vez, cada vasc precipitado utilizade en les bioensayos contaron con un sustrato
artificial congistente en una esfera de plumavit cuyo didmetro fue de 2,5 ¢m,
conjuntamente con su respectiva varilla plastica, para que los individuss s& mantuvieran
fijados, en cada uno de los vasos (Figura 9), de manera de acondigionar los individuos a
las raracteristicas naturales, considerando que sy pringcipal habitat corresponds a o3

intersticios del bentos de rios v lagos, donde se mantienen adheridos.

Figura 9, Sistema implementado para realizar bivensayos con invertebrade bentdnicos
nativos.
Las ¢ondiciones generales en las cuales de desarrollaron los bicensavos se detallan en la
siguiente Tabla:

e T ——————————————m —
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Tabla 8. Resumen de las condiciones en que se efectuaron 105 bipensayos con

Leptophlebiidae.

T e wr o Lo T PRTILT AO  P ma LLE

Tipo de enzayo Estatico
Duracion del Test 24-48 hrg, (2CRAOF
96 hrs, (5 metales)
Yariable respussta Martalidad
Luz Ambiente laboratoric
Fotoperidda 8 hrs. Luz v 16 hrs. Oscuridad
W® de concentraciones & + contrul
HW° de organismas por ]
concentracion
N® de replicas 4 fmetales) 4 (KxCea Oy
Temperatura 117C /190
Alimentacién Minguna
Talla de los organismos 10 mm
Voluman de salucidn 30mil
Agua de dilugidn para Reconsttuida
¥alrzly
Criterios de Hasla 10% de mortalidad
aceptabilldad en &l contral
Anquz de dilugian para Agua de lago
los 5 metales
Expresidn de fos LCS0 24-48 hrs. para KCr0r
resultados LC50 96 hrs. Matales

- Cultive y Diseiic de bioensayos con Invertebrados Benténicos Nativos- familia

Chironomidae (Paraftanyltarsus grimmii).

Conocer la respuesta ecotoxicoldgica de especies nativas frente a distintos xenobidticos
puade ayudar a establecer estindares de proteccidn para Ios ecosisternas acuaticos
continentales. Una dificultad que se presenta para elio, es el manejar especies
susceptibles de usar bajo en condiciones de laboratoric. Las fases metedologicas a
emplear para el cultivo vy disefio de bioensayos con individuos de la familia Chirgnomidag,
s50n |as siguientes:

Fase I: Captura de larvas de Chirgnomidos en ambiente natural ¥ seleccidn de especie,
Fase II: Mantencién de larvas en condiciones controladas.

Fase III: Obtencidn de adultos y hueves.

Fase IV: Cultivo de huevos v obtencidn de larvas.
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d) Muestreo: Los ejemplares utilizados para el cultivo se colectaron del Ris Codihue
{coordenadas UTM 759051E - 5676398N), distante a 70 Km de Temuco, afluente del
Lago Colico. El ric Codihue es un rio precordillerano el cual presenta abundante
vegetacion riberefia v baja actividad antripica. Los parametras de referencia de calidad
del agua del rio Codihue al momento de su captura fueron: Temperatura 11.7 °C;
Conductividad Eléctrica 93.3 pS; Solidos Totales Disueltos 46.8 myg/l v pH 7.44.

Los Chirenomidos presentes en el fondo del rFio {sustrato) se colectaron con una red tipo
D (Figura 10}). Las muestras obtenidas fugron calocadas en bandejas de pldstico y los
individues presentes fueron tomados con un gotario pldstico y depositade en una botella
de vidriv. Posteriormente sg colocaron en recipientes con aireacidn para su traslado al

laboratorio (Figura 10).

Figura 11. Transporte de larvas e instrumentos de medicion.

e — W
Manuel Mantt 056 - Casilla 15-D - Termueco, - 056-45-205432-Fax: 205430 Temuse - Chile Pagina 50 de 144




002463

LIt

5"@*"’1&- Informe Final Evaluaciin de rigsgo ecoldgico para ef Santuario de la Naturaleza Carre:'a% N
W) B Amwandier comg apope @ l elaboracidn del anteproyecto de las normas secundaras de calidad oimeew
T ambiental paeg ig pratecticn de [as aguas de I3 cuenca del o Valdivia. ;.C—E.!-_f:_g

b} Condiciones de manipulacién.

Fara los ensayes se utilizaron larvas de Diptera, familia Chironomidae, subfamilia
Chironeminag. Los individuos fuerpn puestos en bandejas de plasticos con un sustrato
preparade ad-hoc. Le manipulacién de los individuos se efectlo bajo lupa esterecscépica
utilizande pipetas plasticas y capsulas de petri de 4,5 cm. Tanto capsulas como bandejas
se colocaron en cajas para Insectos de 25 cm x 36 cm, revestidas en malla de 2 mm de
apertura. A las bandejas se puse un sistema de aireacion con mangueras conectadas a
bombas (Figura 12}.

Figora 12. Manipulacién de [arvas.

A |as bandejas se le suministrd alimento cada 3 dias. La alimentacidon se efectud con
alimento preparado como se describe en Tabla 2 v 10.
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Tabla 9. Alimento para cultivo.

-Sedlmentc- nbtemdn del EI sed:mentu y as hD]aE deur‘tlga se secaron en estufa a 40°C durant rs.
rig tag hojas de ortige fueron melidas en on morters y el sedimento celocada
-aliments para peces nuevamente & estufs a 110°C durante 24 hrs. para terminar de secer.

-Hojas de ortiga Pasteriormente, se progedié macerar en un morters. La artiga, alimentes para
peces ¥ sedimentn macerados ¢ combinaron en wna proporcian 0,1 - 1 - 10
.1' gramos respectivamente.

Los ensayos se realizaran utilizando condiciones constantes de acuerdo a la Tabla 11,

Tabla 10. Variables controladas para la manipulacién de Chirendmides.

Purban eja 2ml, oras uz:
tada 3 dias PM]

segun NCh 20E3

wf19499 Heras oscuridad: 10 {20
[Daphnias). minima=17,4%C PM-5 AM)
Modificade de IS0
1989]

Previo a la realizacion de los bioensayos de toxicidad se debid analizar:

- Sincronizacion de eclosion de larvas.

- Utilizando los cultive de Chironomidos va establecidos se abtienen oviposturas en forma
aleatoria, por o que las larvas eclosionan desincronizadamente y como consecuencia, se
obtienen larvas de diferentes longitudes al cabo de unos dias. Esto dificulta la necesidad
de disponar de individuos suficientes (estade Il, de 2 a 3 mm) para. un bioensayo. Con el -
cbjeto de obtener larvas en forma masiva (sincronizado) y de una misma talla de
individuos, se utilizé la técnica de estrés térmico. Para ellp, se colocaren en un capsula
de petri, de & ¢ de diametro, & & 10 oviposturas de 2?4 hrs. obtenidas durante 4 dias
consecutivos {segdn disponibilidad) en un refrigerador a 5 °C {Figura 12). Al cuarto dia,
las oviposturas fueron retiradas y colocadas bajo condicionss de cultivo previamente
establecidas, permitiendo ello continuar con el desarrollo de los huevos.

Con el método descrito anteriormente, se logrd sincronizar la eclosidn con un desfase
egntre oviposturas de menos de 24 horas.

e e
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Cada ovipostura tiene un nimero variable de huevos {rango 40 a 130) por lo que la
técnica antes mencionada permitio planificar la cantidad de oviposturas a manejar y asi
obtener el ndmere de larvas requeridas para un determinadeo bicensayo.

Figura 13. Oviposturas sometidas a estrés térmico durante un maximo de 4 dias.

- Test de sobrevivencia,

Con el objetivo de conocer la respuesta en sobrevivaencia a la manipulacion de las larvas
en futuros bipensayos, se procedid a montar un test preliminar para cuantificar la
snobrevivencia de individuos bajo una condicidn control. Las condiciones dal ensayo za
rmu&stran en Tabla 11.

El ensayo se realizd entre gl 19 de junic ¥ el 23 de junio de 2010. En la Figura 14 sa
muestra |a bateria de ensayos usada para determinar sobrevivencia, siendo empleado

come medio base agua reconstruida segdn NCh N2 2083 (1999},

Tabla 11. Condiciones de ensayg de sobrevivencia.

Especie Chironeminae
Estadio [l (2a3cm)
Envaces 100ce
Medio base agua reconstituida
N® ind. por envase 5

N réplicas 3
Temperatura {°C} ensayo 27
Fotoperiodo 10 noches 14dia
Alimentacian SiA
Aireacién SIA
Horas registro 24-48-72-96-120
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Figura 14, Bateria de ensayos usada para determinar sobrevivencia de larvas bajo una

condicidn contrgl.

d) Validacién y Realizacién de bioensayos con Peces.

- Validacidén de bioensayos con peces.

Para la estandarizacién de los bivensayos se empleé Dicromato de Potasio (KCi;07), para
las diluciones empleadas en los bicensayos con peces se utilizd agua de lago. El
procedimiento efectuade para el caso de |os peces es el mismo descrito anteriormente en
para bioensayos con zoo v fitoplancton, sdlo varfa la duracién del procedimiento que en
esta caso es de 48 horas.

Muestreo y Trasporte de Peces Nativos.

Los peces nativos (Galaxias macufatus) fueron colectadas en el Rio Cruees y tributarios de
éste en un drea aledafia 2 la comuna de Lanco. Las muestras fueren transportadas en
bidones plasticos, mantenidas con aireacidn mecdnica ¥ una vez en el labaratorio fueron
mantenidas por 24 horas para su aclimatacién antes de ser utilizadas en los bicensayos.

— E—— e hEYYV———
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El arte de pesca utilizadc para |a colecta de peces en el rio fue la red de corral, la cual
presenta una longitud de relinga de 25 m y una altura de 1,5 m, un tamafio de apertura
de maila de 3 mm vy un cono con un largo de 1,5m y un didgmetro de 1,5 mm, ubicado en |a
mitad de |a longitud total de la red. En la parte superior lleva flotadores y en la parte
inferior lastre de plomos. El procedimiento fue realizade por tres personas uno de los
cuales tomé un extremo de la red y realizé el cerco correspondiente, ayudado por una
embarcacion a motor en los sectores donde el rio presentaba una profundidad superior a
lo 1,5 m o simplemente caminando en los sectores més bajos; 12 otra persona puesta en
el extremo opuesto alined la red, de tal manera que una vez que &l cerco fua completado,
se comenzd a recoger 1a red desde la orilla por ambas puntas, evitanda la fuga de peces
por encima ¢ por debajo de la misma, de esta manera los peces comignzan a agruparse
en el centro de la malla donde finalmente ingresan al cono para ser recogidos.

Los especimenes fueron depositados en estanques de 50 litros asegurande una densidad
de carga noc mayor a los 10 kg,n’m3, todos los estangques fueron acondicionados con
aireacidn mecdnica para mantener los niveles de oxigeno disuelto en forma dptima no
menor a los 6 mg/l posteriermente éstos fueron trasladados al Laboratorfo parz su
acondicionamients de 24 horas previo al bicensayo, lo cual implica el retiro de todos los
sdlidos sedimentables colectados praducto de la captura, ello con la finalidad de
mantenerios en agua limpia por lo menos 24 haras antes de la aplicacidn de! bicensayo,
ademas se deben mantener con asracion controlada de tal forma de no ocasionar un
sobre stress de los peces ¥ asegurar al menos un 85% de saturacién de oxigeno (Figura
15).

Figura 15. Acondicionamiento de peces en Labaratorio.
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- Realizacidn de Bioensayos- Diseifio de Bioensayos con Feces Nativos,

Para [a realizacién de bicensayos de toxicidad con peces, se seleccionaron individuos
pertenecientes a la Familia Galaxiidag con la especie Gafaxies macidafus. El criterio de
seleccidn parg este taxdn fue la alta abundancia de [as poblaciones respectivas en el
ambiente natural, su condicién de especies indicadoras de bugna calidad de aqua y su
amplia distribucidn en el territoric nacignal.

Estos organismos fueron expuestos a diferentes concentraciones de los metales
seleccionados faluminio, cobre, Hierro, mangness y zinc) por un tiempo de 96 horas con
gl abjeto de determina la concentracién letal media, o LCsp, 3 un nivel de canfiabilidad del
25%.

Los bioensayos en peces se efectuaron con juveniles en estade de pigmentacién de 0,5 gr
promedio, la densidad utilizada por acuario no superd los 10 kg/m™; debido a que 103
individuos juveniles y adultos estdn presentes en toda época del afio facilita su
recoleccion. Se consideraron un total de 5 concentraciongs mas un control por cada metal
seleccionado con 5 individuos cada ung, como medio se utilizd agua filtrada de dilucidn
sin prasencia de toxicn. Por lo tanto cada test para cada metal seleccionado implica &l uso
de 3D acuarios de 2000 ml a los cuales se les agraga &l agua filtrada, adicionalmenie se
les proporciona un sistema de aireacién mecanica durante todo el tiempo de exposicion

(Figura 16), para finalmente establecer los valoras del LTgp,

Figura 16. Disposicién acuarios bicensayos con peces nativos.

Las condiciones generales en las cuales de desarrallaron los bioensayos se detallan en la
Tabla 12:
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Tabla 12. Resumen de las condicionas en que se efactuaron 1os biensayos con
individuos de la familia Galaxiidae.

Tipe dE ensayo Estatico
Duracion del Test 24-48 hrs. [(KaCr0s)
' 26 hrs. (5 mekales)
Yariable respuesta Mortalidad
Luz Ambignte Laboratorio
Fotaperindn A hrs. Luz v 16 hrs. Oscuridad
H? de cancentracianes 5 + un control
M? de arganismos por ¥
concentracion
N* de replicas o [metalesy 5 (K0 00)
Temparatura 115C J 19C
Alimentacidn Minguna
Talla de los organismos S -6om
¥olumen de solucién 200m|
Agua de dilucion para Agua de Lago
K:Crz07
Criterios da Hasta 10% de mortalidad
aceptabilidad an el contrl
Agua de dilucian para Agua de lago
los 5 metales
Expresion de los LCep 24=48 hrs. para Kalrl;
resultados Llsn 96 _hrs, metales

El establecimiento de las concentraciones a3 ewvaluar se prepard considerando
antecedentes anteriores de ensayos preliminares. Las concentraciones iniciales se

detallan en [a Tabla 13.

Tabla 13. Concentraciones probadas en bioensayos de peces nativos.

ALUMINIO €1 mafl 0.3 mofl Zmgfl b 4 mgyl & mafl
ARSENICO 0,1 mg/l 0,5 mgfL 2 magyl L| 4 magyl 8 mg/l
COBRE 0,1 mg/fl 0,5 ma/fL 2 mgfl 4mg &ma/L
HIERRD Q.1 mofl 0.5 mosL 2 mg/l 4 mgf & mg/l
MANGANESD | 0,1 mg/l 0,5 mg/fL 2 magfl 4 mayl a mayfl
ZINC Q.1 mo/fl 0,5 mysL 2 mg/l 4 ma/fi &mg/L
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Registro de los datos.
Al finalizar el tiempo de duracion de los bicensayos se procedid a verificar al efecto de las
diferentes concentraciones sobre log organismos, registrando el nimero de organismos

muertos v de acuerdo a esto se calculd el porcentaje de mortalidad.

Analizis de los datos.

Luege de finalizar las pruebas se procedié 2 calcuiar el valor del LCs de 96 horas y los
Iimites de confianza del 85% utilizando el programa Xlstat 2009 ingresando los datos de
mortalidad registrados para cada uno de los bipensayos en los cuales el control
presentara un porcentaje de mortalidad inferior al 10% (US EPA, 19307,

- Realizacidon de pruebas con Oncorynchus mykiss.

Los binensayos en especies estandarizadas para peces consideraron individuos adultos
con una densidad de 10 kgfm3; ellg puesto que los individuos adultos estdn presentes en
toda época del afis condicidn que facilita su recoleccién. Basade en protocolos EPA
(1998}, los bioensayos consistieron en un control més cingo concentraciones y 4
ejernplares por concentracion {(N° que esti determinade por la densidad recomendada de
10 kg/m?} con cinco réplicas, con una duracién de 96 horas para asi establecer los LCsp,

En la Tabla 14 se muestran los calculos previos para la realizacidn del bioensayo.

Tabla 14. Calculos previos bisensayos con Oncorfynchus mykiss.

= ST T

Muestradml} aa 200 400 600 BGO
Rellena (mil) aaa 720 L) 400 e la) -
Volumen Final (ml) ann B00 8OO 300 BOC 800
WN® individuos de 2 & 2,5 gramos 4 4 4 4 4 4

Los peces somefidos a ensayos s& colocaron en frascos de vidrio de 1 litro con agls
declorada y filtrada contando con aireacidn mecanica durante todo el tiempo de
exposicién, como lo muestra la Figura 17.

e e e —
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Figura 17. Bigensayos con Oncarfiynchus mykiss.

Las condiciongs generales de |os bivensayos se entregan en la Tabla 15.

Tabla 15. Consideraciones generales para biognsayos con peces segln ERA [19398).

Agua de dilucion Agua declorada v filtrada
Temparatura 159C
oH 7
Fotoperioda 14 horas de |uz
Alreacion Asegurar QD>5ppm
Duracidn test 9t hrs
Talla promedig de prganismos 5,42 cm
FPeso promedio de organismos 2grs
alimentacion ninguna
Mumero de individuos por ensayoe >
Numers de concentraciones T mas un contrl
Wumero de replicas 4
Expresidn resultades L s
Valides del test Mortalidad del control =10%
L Variable de respuesta mortatidad

Registro de los datos,

Al finalizar el tiempo de duracion de los bioensayos se procedid a verificar al efecto de las
diferentes concentraciones sobre los organismos, teniendo ¢omo juicio de signg de
muearte, la inmovilidad de los individues por un tiempeo aproximade de 30 sequndos
registrandn el nimero de organismos muertos en funcidn de los vivos v de acuerds a esto

se calculé el porcentaje de maortalidad.
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Analisis de lps datos,

Terminado el ensayo se procede a calcular el valor del LCsy de 96 horas y los limites de
confianza del 95% utilizando el programa Xlstat 2009 (EPA, 1593). Se utilizaron los datos
de mortalidad registrados para cada uno de las bioensayos en los cuales el control
presentara un porcentaie de mortalidad inferior al 10% (US EFA, 1990).

e) Realizacion de ensayos con Macrafitas, .

Para 103 ensayos de toxicidad cronica con los metales Al, Fe, Cu, Zn v Mn para macrifitas
se realizaron bioensayes con la especie Myriophyiuflum aquaticum. El método empleado
consistid en la medicion del contenide de clorofila de los ejemplares an ensayo.

Medicidn de contenido de clorofila.

Se determind el contenide de clorofila para la especie en estudio, de esta forma, se
realizé una primera medicidn antes de cada experimento, y una dltima medicién al
térming de cada expsrimentc ¢ a medida que las plantas presentasen signos de
mortalidad. Para determinar el contenide clorofilico, se pesaron 0,5 gramos
aproximadamente del material, wotilizande 10 ml de acetona como  solvente
manteniéndese en frio durante 24 horas. Se calibrd 2l espectrofotdmetro a longitud de
onda de 647 nm y 664 nm. La meadicidén se realizd contra una solucién de acetona al 80%
(calibracion del instrumento). El cdlculo del contenide de ambas clorofilas se realiza
aplicando la siguiente relacidn:

¢l (a) (.%%5} - BAI78 % F 6564 — 00929 x 5 GAF

am (% = 2005 x I 5dT —BDLTFT o F G54

Donde, E = corresponde a la lectura en espectrofotdmetro 8 diferente longitud de onda (Latsague & Leiva
1o9g),

El valor de concentracién de clorofila {a y b) por 10 ml (acetona), que corresponden a ™x"”
aramas de hiomasa vegetal humedad.

[¥img doroflia [lzxg cloraflia
A0mlacetona - [2] mg bicmasa vegetales
[¥img cierofila x 106

[x] srabloaiasa vegetal - Foreentaje de clozefils e bigquasa yegetsl
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3.3 CARACTERIZACION DEL RIESGO MEDIANTE LA DETERMINACION DE
VALORES DE RQ SOBRE LA BASE DE LA INFORMACION OBTENIDA DE LOS
BIOGENSAYOS DE LAS ESPECIES LOCALES, ESTANDARIZADAS Y LA
DETERMINACION DE LOS FACTORES DE SEGURIDAD PARA LA PROTECCION DE
ESPECIES EOCALES.

La determinacién de niveles de proteccion para el drea en estudio, se efectud a partir de
una evaluacién de riesge ecolégico de acuerdo a la metodologia propuesta por Medina &
Encina (2004}, ademas se incorperd en el andlisis la variabilidad e incertidumbre, para
ello se utilizd una modificacion de |a metodologfa de Van Straalen & Denneman (1889,
para estimar el porcentaje de especies protegidas para un nivel de exposicidn
determinada. Las concentraciones de no efecto (PNEC) se calcularon aplicando un factor
de evaluacién (F5) de 50 y de 100 a lps LCs, de acuerdo a los recomendado por la
OECD (1992). Finalmente el nivel de proteceion propueste en ¢l anteproyecto de Norma
Secundaria de Calidad Ambiental para la proteccidn de las aguas del rig Valdivia
corresponde al valor de PNEC que protege el 70% de las poblaciones expuestas.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 DETERMINACION DE LOS NIVELES DE SENSIBILIDAD 0O TOLERANCIA
MAXIMA A DETERMINADOS CONTAMINANTES SO0BRE ESFECIES
ESTANDARIZADAS Y ESPECIES LOCALES DE MAYOR RELEVANCIA ECOLOGICA

4.2.1 SELECCION E IDENTIFICACION DE ESPECIES LOCALES DE RELEVANCIA
ECOLOGICA Y EL ROL ECOLOGICO DE LAS ESPECIES SELECCIONADAS PARA LOS
BIOENSAYOS EN EL “SANTUARIO DE LA NATURALEZA CARLOS ANWANDTER"™,

Especies de Relevancia Ecalégica.

La conceptualizacién de especies ecoldgicamente relevantes en el ecosisterna es uno de
los aspectos centrales de |la ecologia como disciplina cientifica. Es asi como se han
sucedidos diferentes paradigmas que tratan de explicar las importancias de las especies
gue interactian cen su medio natural (abidtico vy bidtico) v sus efectos sobre la
bindiversidad:

Conceptos tradicionales.

L. Los primeros paradigmas acerca de la importancia de |as especies estuvieron centradas
en las fuerzas Botton-up come reguladores de las poblaciones en un ecosistema. En
términes simples la produccién primaria v el transperte de energia vy materiales hacia
los niveles tréficos superivres corresponderfan a las fuerzas organizadoras del

ecosistema ¥ por tanto especies ecoldgicamente relevantes.

2. Postericrmente fueron los procesos de interaccion bioldgica comenzando a prevalecer
por el sistema Botton-up, en &l cual |2 competencia fue considerada como el factor
organizador més relevante al interior de cada nivel tréfico regulands los tamafios
poblacionales de 1as especies.

3. Recientemente las fuerzas Top-down han captado la atencion de la comunidad cientifica
considerande a los predadores como entidades ecoldgicaments relevantes para el
ecnsistema por sus efectos en la biodiversidad.

_
m
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El sisterma predador-presa, sin duda, ha side ampliamente analizads, derivando
importantes aportes para el entendimiento de la funcién de estas especies y sus
CONgecUencias sebre el ecosistema (Estes et al 2001). Desde este punto de vista el mavoer
efacto de los predadoras estd asociado a la mantencicn de altos niveles de bisdiversidad
en una comunidad. Consecuentemente este tipo de especies es considerada como
acolagicamente relevantes, surgiendo el concepto de “Especies Claves,” las cuales se
definen como aquellas especies predadores de alto nivel trofico que mantienen zltos
niveles de biodiversidad en una comunidad. Los argumentos para cateqorizar a ciertas
especies como claves radican en el efacto predatorio v por tanto requlatoric que existe
sobre presas competitivamente dominantes que favorecen |la exclusion competitiva entre
potencialas competidoras reduciendo la biodiversidad. Esta argumentacion ecolégica ha
sido sustentada con numercscs experimantos de campo en el cual destaca el trabajo
realizado en el intermareal rocose con el clasico experimento con las estrellas de mar y su
afecto sobre las agrupacionas de chorites (Paine 1960). No obstante los importantes
avances derivados de las especies claves actualmente surgen ptras formas de determinar
especies ecolégicamentea relevantas qua tiene relacidn con las redes ecoldgicas en el cual

se producen interacciones de interdependencia.

Noeva enfoque - Redes Troficas.

Las especies dentro de una comunidad son capaces de tejer redes de interdependencia
mutua, estas interacciones de interdependencia han tenida un papel muy importante &n
la generacign de bipdiversidad (Bascompte & lordano 2008). Consecuantarmante
determinar la estructura de las redes ecolégicas en términos de sus miltiples
interacciones es un acercamianto que permitird entander las respuestas de las especies
frente a diferentes perturbaciones como perdida de habitat, invasiones de especies
exdticas o sobreexplotacidn. Los patrones a determinar en la estructura de una red
ecolagica corresponden entre atros a las cldsicas medidas de longitud de cadenas troficas,
5i las distancia que separa a dos especies es superior a tres conexiones una perturbacion
gue afectase a una especie A no influifa en otra especie B. Los datos empiricos
demuestran que la mavyoria de las especies estan separadas tan solo por dos a tras
conexiones generandose rapidas propagaciones de una perturbacion. Otra propiedad
estructural tiene relacidn con la distribucién de conexiones de las especies donde se
encuentran distribuciones heterpgéneas y asimétricas. Se ha determinado que a mavor
numere de especies en una red ecoldgica la distribucién &s més heterogénea, es deacir,

muchas especies poco conectadas y un namero pequenc altamente conectadas; por el
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contrario redes ecolégicas con pocas especies presentzrian  distribuciones mis
homogéneas. La asimetrfa tiene relacién con que algunas gspecies cgn Una sola

interaccion tienden a interaccionar con las especigs més conectadas en la red ecolégica.

Las propiedades estructurales mencionadas previamente tienen profundas implicaciones
para entender los efectos de pérdida de biodiversidad vy propagacion de perturbaciones.
Las redes ecelogicas son muy sensibles a la extincidn de espacies altamente conectadas,
dado que la pérdida de estas especies provoca la co-extingién de un gran nimero de
otras especias y la fragmentacion de la red ecolégica. Los datos empiricos de la
naturaleza reflejan que las redes ecoldgicas presentan distribuciones heterogénegas ¥ por
tanto son mas robustas frente a la extincidn de especies de manera azarosa, sin embargo
la extincion de las especies altamente conectadas (generalistas) genera efectos
devastadores en la estructura de |la comunidad bioldgica. Desde este punto de vista
podemos establecer un criteric  para seleccionar especies ecoldgicamente relevantes
como todas aguellas altamente conectadas o generalistas (Bascompte & Jordano 2008,
Montaya & Yvon-Durocher 2007, Montoya 2006, Pimm 1984).

La seleccion de estas especies altamente conectadas conlleva conocer ¥ entender todas
las caracteristicas trdficas de las especies, as decir, todas las interacciones de alimentos
de la especies en su contexto de |a red ecoldgica ¥ a su vez coma estas se conectan con
otras especies.

Desafortunadaments este tipo de conocimiento es escaso en nuestros sistemas naturales,
particularmente en el Santuario del Rio Cruces poseemos la informacién de la
compesicion bioldégica desde una perspectiva cualitativa. Sin embargo, las relaciones de
alimento y [as fuerzas de interacciones entre las especies son desconocidas, paor lo tanto
es dificil reconocer bajo este marco tedrico las espacies claves o relevantes del Santuario
del Rio Cruces por lo gque se plantea la necesidad de abrir lineas de investigacion
tendientes a establecer |a estructura tréfica del sistema. Por lo tanto, &l mecanismao para
la seleccidn de especies ecoldgicamente relevantes se realizd mediante panel de experto.

— — = e ———— ——————
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Nuevo enfoque - Ecotoxicologia.

El enfoque ecotoxicolégico implica seleccionar especies relevantes del ecosistema en
funcién del grado de sensibilidad a la exposicion de un contaminante ¥y no por las
interacciones tréficas de las especies. Esto conlleva una argumentacion que las especies
dentro de un ecosistema tienen respuestas diferenciales a la presencia de los xenohbidticos
¥y por lo tanto las especies claves {en el sentido de los enfoques Tep Down, botton up ¥
redes trificas) no necesariamente son las mas sensibles a la exposicion  (de

contaminantes) y par tanta la proteccion del ecosistema se veria amenazada.

Bajo aste enfoque es necesario reconocer especies sensibles a los contaminantes y para
elle se recurrid a una metodologia de panel de experto dado el escaso conocimisnto de

nuestros sistemas naturales, particularmente en el Santuaria del Rio Cruces.

Para la determinacidn de especies relevantes se considerd aguellas a ser usadas en
bipensayos con el objete de determinar &l grado de sensibilidad a los xenobioticos y para

ello se utilizaron los siguientes criterios:

Especies poasibles de cultivar o mantener an [aboratario.

Especies que dadas sus caracteristicas son consideradas comg indicadores de buena
calidad de aguas.

Especies que dadas sus abundancias v por rol tréfico juegan un importante ral en el
ecosistema.

Las especies seleccionadas en este estudio fue en su sentide funcianal como potenciales
candidatas a ser utilizadas en bioensavos ecotoxicoldgicos estandarizades, y estimar para
diversos xenobidticos, los valores de LCsp tendientes a proteger el sistema acudtico y gue
sirvan de base para la dictacion de los valores criticos en la futurd norma s2cundaria de
calidad de ambiental para la proteccién de las aguas del rio Cruces.
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A continuacién s& muestra un esquema de los enfoques antes analizados:

Figura 18. Esquema Enfoques Especies de Relevancia Ecalégica.

En base al empleo de un enfoque ecotoxicoldgico, las especies sesleccionadas para ser

utilizadas en los bivensayos de toxicidad correspondieron a:

1. Fitoplancton: Sefenastrum capricornutum (nombre actual: Raphidocelis subcapitata),
Scenedesmus quadricauda, Chiorela sp.

2. Zooplancton: Daphnia obtusz, Daphnia ambigua, Simocephalus sp. y Acanthocyclops
vernalis, 5imosa sp. Skistodiaptomus dizboticus, Acanthocyclops vernalis.

3. Macroinvertebrades benténicos: Meridialaris sp y Pargtanytarsus grimmii,
4. Peces: Galaxias maculatus y Oncorhynchus mykiss.

2. Macréfitas: Myraphylium sp.

La seleccidn antes sefialada se basd en los criterios mencienados v en la necesidad de
emplear en los bioensayos un taxdn de cada una de los niveles tréficos que conforman la
estructura funcional de este ecosistema. Todo ello en base a un enfoque de tipo funcional
a los bivensayos en términos de su cultive ¥ mantencidn en laboratorio ¥ por ser
organismos indicadores de buena calidad de agua. Por lo tanto, se asume que estas
especies son sensibles a la exposicion de contaminantes (indicadaras de buena calidad de

agua e intelerantes a {a contaminacidn), consecuentemente la proteccidn de estas

N e —————  ——  ———————
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gspecies permite proteger a otros organismos mas tolerantes o resistentes a la
contaminacién. Lo anterior es independiente del rol tréfico que las especies juegan en &l
sistema ecolégico y como estin posicionadas en la red ecolégica del Santuario de la
Maturalera. No es de interés para lo fines de este estudio, protegear especies claves en el
sentido de Paine (1596&) el cual las define como especies de alto nivel tréfico que
mantizgnen altes niveles de diversidad bigldgica, ya que ellas podrian ser rasistentes a la

contaminacian.

En conclusion y bajo este enfoque, el rol ecolégico de las especies seleccionadas na es el
factor mas relevante para propiciar lz proteceion del acosistema, si no cuan sensible son a
la contaminacidn yva que a través de esta caracteristica es posible proponer valores
estimados en la norma secundaria de calidad ambiental para cada parametro guirmico,

siendo éstos mas exigentes para proteger a las especies que conforman el ecosistema.

Las especies seleccionadas en este estudio y que estdn baio condiciones artificiales de

cultivo juegan numerosos roles ecoldgicos:

Las especies de difnidos, copépodos y rotiferos son caracteristicos de sistemas |énticos
en los cuales se observan interacciones troficas con el fitoplancton y con el propio
zooplancton (las caracteristicas zooplanctiveras han generado una mavor dificultad an su
cultive y mantencién en laboratorio). La eliminacién de este componente especifico de
especies del zooplancton (por perturbaciones), podria generar efectos indirectos en la red
ecoldgica, particularmenta en aquellos individuos zooplanctivoros. De esta forma, se
observarian modificaciones en las abundancias de cada pablacién integrante de la red
ecologica, es asl como, poblaciones herbivoras mostrarfan un aumento de sus tamafios
poblacionales e indirectamante una disminucion del fitoplancton con otras consecuencias

negativas sobre la productividad primaria del ecosistema.

Para el case de los peces nativos [G. macwlatus) en un contexto de red ecoldgica se
clasifica como uma especie intermedia, es decir, existen presas consumidas por éste,
come a su vez Galaxias es presa de ofros organismos superiores en su red ecolégica. La
eliminacion de esta especie nativa pedria tener consecuencias importantes en el stock
pesquerc de otras especies de peces gus depredan sobre ella. A partir de andlisis
efectuados en sistemas |énticos se observd que poblaciones de salmonideos asilvestrados
dependen en un noventa por ciento de la biomasa de G. maculatus {Lagas Colico vy
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Caburgua). Por lo tante, la eliminacion de esta especie en la red ecologica generara
multiples efectos sobre todas las especies que se conectan a ella con modificaciones en
las respactivas abundancias. Por gjemplp, las poblaciones de salmenideos tenderian a
disminuir su tamafic poblacignal, las poblaciones de invertebrados tenderian @ aumentar
sus tamafips poblagiongles v finalmente el perifiton o bicfilm tenderia a disminuir sus
abundancias.

Las espeacies seleccionadas, en este estudio, bajo cualquier situacion de perturbacion vy
eliminacion de &llas del ecosistema tendrian numerosos e insospechados efectos en la red
acoldgica del Santuario del Rig Cruces. De esta manera, el enfoque ecotoxicoldgico
empleado en este estudio permite evaluar a aguellas especies mas exigentes an sus
requerimiantos ambientales ¥ por consecuencia la proteccitn de ellas permitivia proteger
& otras especies mMenos exigentes en sus pardmetros ambientales. Ademas, dado gque
este estudio considera varias especies de diferentes niveles trdficos se estd recogiendo la
variabilidad propia del ecosistema lo que permitirad balancear ¢ equilibrar el analisis final
del estudin,

- Determinacidn _del rol ecolbdgico de las especies seleccionadas para los
bioensayos y otras especies presentes en el Santuario de la Naturaleza.

A continuacidn se describan y caracteriza el rol tréfico de organismos de diferentes
arupos présentes en el Santuario de la Waturaleza, algunos de los cuales fueron
empleados en los Bloensayos de toxicidad aguda realizados.

—  —
e —————————
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A

Fitaplanctan,

a) Selenastrum capricornutum (Nombre actual: Raphidocelis suhcapitata).

Selenastrum capricorputum {Printz 1914) (nombre actual: Raphidocelis
subcapitata).

Descripcién

Selenastrum capricornutum, pertengce a la Clase Chlorophyceae, Orden Chlarococcales,
Familia Scenedesmaceae, Génerp Scenedesmus.,

Morfologia.

Micrcalga cloreficea {(alga verde) unicelular con forma de media luna ¥ de un volumen
aproximade de entre 40 y 60 mm* v se caracteriza por corresponder a una de las algas
coloniales mas sencillas existente. Posee células elipsoidales o fusiformes, de 2,4 & B, en
series linearas para formar una colonia plana. Las célulaz estan dispuestas una al lado de
otras con sus gjes mayores paraielos. Los cenobios {(agrupacion de celulas de origen
comiin) de ocho células estan a menudo constituidos por dos hileras alternadas de cuatro
células. Con una pared lisa o verrucosa. Los polos de las células @ menudoe ormamentadas
con espinas. Por (ltimo cada célula presenta un cloroplasto con un pirencide que
funcionan como depositos de almiddn v yacen dentro de los cloroplastos.,

La estructura basica de aste tipo de algas es samejante a las plantas superiores por lo
que se cree que estas evolucionaron a partir de las primeras. Las cloroficeas poseen
pirenoides (Hegewald 3 Silva 1988).

Habitat.

Esta especie habita en el fitoplancton de sistemas acuaticos  epicontinentales,
principalmente en aguas limpias o0 con bajos niveles de contaminacidn. Por o misma,

ha sido ampliamente utilizada en bicensayos de toxicidad dado gue la especie es
altamente sensible a la presencia de contaminantes y permite detectar modificaciones del
estado ecoldgico del ambiente (Parra et al 1582-1983).

Ecologia.

5. capricornutum corresponde aun arganismo unicelular autdtrofe que, como productores
primarios sustentan las tramas tridficas de los sistemas acudticos donde prolifera. El
desarrolla de estos clordfites en el fitoplancton incide notablemente sobre el flujo de la
materia ¥ la anergia (Hegewald & Silva 19838).
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b} Scenedesmus sp.

Degcripcion
Scenedesmus sp., pertenece a la Clase Chlerophyceae, Orden Chlorococcales, Familia
Scenedasmaceae, Género Scenedesmus.

Morfologia. .

Microalga verde de agua dulce, constituye una de las algas coloniales mas sencillas
existentes, género formado por cerca de 100 especies. Puede encontrarse en pargjas o
formande cenobios. Los individuos coloniales estdn constituides por 2, 4, 8 6 12 células
elipsoidales o fusiforrnes, en series lineales para formar una celonia plana. Las formas
mas comunes son cenobios de cuatro células, con o sin espinas, en disposicién lineal. Sin
emhbargo, &l range de wvariabilidad morfologica de este género es definitivamente muy
amplio. Las células estan dispuestas una al fado de otras con sus ejes mayores paralelos.
Las células centrales scn alargadas y sin apéndices, las terminales, se abomban en el
cenira y presentan espinas gque se proyectan hacia el exterior, formando pequenas
escaleras decrecientes o un pequefio y discreto  zigrag, segin se van formando, se
agregan en una fila formande una especie de tablero,

Los cenobios (agrupacién de células de origen comdn) de ocho células estan a menudo
constituides por dos hileras aiternadas de cuatro células. Con una pared lisa ¢ verrucosa.
Los polos de lag ¢élulas 2 menudo ornamentadas con espinas. Cada célula presenta un
cloroplasto con un pirenoide, la estructura sobre la cual s& almacena almidén (Azpiroz
1984).

Habitat,

Esta especie habita en et fitoplancton da sistemas acuaticos
continentales, vive formando parte de plancton, en grupoes de cuatro o de ocho células,
Scenedesmus habita en aguas limpias o con bajos niveles de contaminacién, es un
génere que ha conguistade las aguas de todo el plameta, tanto las dulces como las
satadas (Tadashi et al. 2009).

Ecolagia. _
Esta cloroficea corresponde a un productor primario gue como organismo autdtrofo
sustentan las tramas trificas de los sistemas acudticos donde prelifera. El desarrollo de
estos clorofitos en el fitoplancton incide notablemente sobre el flujc de la materia v la
energia (Hegewald & Silva 1988).

- — -  —————
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c) Chiorella sp.

Descripcion

Chloreffa sp., perenece a la Clase Chlorophyceae, Orden Chiorococcales, Familia
Chlorellaceas, Género Chiorefia.

Morfologia.

Es una microalga unicelular inmdévil, sin constriccion en la parte media de la célula, de
forma esférica, con pared ceiular lisa v con un cloroplasto en forma de copa (Laing &
Avala 19920). Tiene dimensiones que van desde las 2 a 10 pm de diametro, no presenta
flagelo. Chlorella contiena pigmentos verdes fotosintetizadotes tanto clorefila @ como b en
su cloroplasto. Su reproduccién es rdpida reguiriende sdlo diéxido de carbono, agua, luz
solar ¥ pequenas cantidades de minerales {Zelitch 15717,

Las colonias de Chlorella a veces estidn rodeadas de mucilagoe v la modalidad de [a
agreqacién de la célula es caracteristica de estas especies o que facilita su identificacion
{Laing & Ayala 19907,

Habitat.
Aproximadamente &l 90% de estac microalgas verdes se caracterizan por formar parte
del plancton o bentos de cuerpos de agua continentales {Fogg 1977}

Ecologia.
Tal como las algas verdes analizadas anteriormente Chlorefls sp. &5 un organismo

autétrofo.

I — e —
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Zooplancton.

a3} Daphnia obtousa.

Daphnia obtusa (Kurz, 1874}

Descripcion
Daphniz obtusa, pertensce a la Clase EBranchiopoda, Orden Cladocera, Familia
Daphniidae, Géners Daphnia.

Morfologia.

Este claddcero es una de las seis especies de Daphnia que s& ancuentran en Chile, mide
entre 200 y 3000 ym de large y se caracteriza por presentar segmentos corporales
variables en ndmerp, ¥ a menudo poco clares; el dorso en forma de escudo dorsal
tubierte por dos vaivas, las cuales dejan descubierta |a cabeza; el abdomen termina an
una furca. Con 5 apéndices toracicos muy diferentes entre si, con sus bordes armados de
cerdas; apéndices branquiales con articulaciones; los ojos compuestos, a menudo
fusionados en una sola unidad, se encuentran alojados en una bolsa. Esta espacie
muestra anténulas relativamente cortas y truncadas que le dan |3 movilidad; las papflas
olfatorias son siempre apicalesas, las anténulas son cortas, en general fo mayores que g
diametro del ojo, insertas sobre la cara, debajo del rostro ¥y estdn fusionadas en la
cabeza, pera no entre si ni en el extrema del rostro (Alonso 1596).

Habitat.
' Este crustdceo native es propio de aguas continentales, presenta distribucidn cosmopolita
¥ en Chile se registra de norte a sur ¥ de costa a cordillera, en diferentes cuerpos de
agua, especificamente desde Talcahuano a Punta Arenas (Villalobos 2006).

Ecologia.

Correspende a8 uwn especie suspensivora (filtradora), que utiliza las sedas de sus
apendices para crear corrientes y recoger las particulas alimentarias. Su alimentacidn
consiste principalmente en microalgas (Colbourne & Hebert, 19963,

_—
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&) Daphnia. ambigua [(Scourfield 1947)
Daphnia. ambigua {Scourfield 1947}

Descripcion
Daphniz ambigus, pertenece a la Clase Branchiopoda, Orden Cladocera, Familia
baphniidag, Género Daphniz.

Morfolagia

Las sedas de la antena no zlcanzan el borde valvar; el rostro estda moderadamente
desarrollado. La espina de la caparazon tieng una longitud mencr de la mitad que el
cuerpof aunque aste es de cardcter variable}. Post-adbomen con 7-10 espinas anales, los
dientes de los {res peines de la garra son pequefios ¥ de longitud similar.

Habitat

Esta especie se encuentra @ menudo en aguas profundas frescas mas debajo de la
termocling  lo que sugiera una tolerancia a las temperaturas frias, vy a su ver es una de
las especies mas comunes en regiones subtropicales ¥ tropicales.

Ecologia

Corresponde @ una especie filiradora
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c) Simocephalus sp -

Simocephalus sp

Descripcion

Simocephafus vetulus, pertenece a la Clase Branchiopoda ,Orden Cladocera, Familia
Daphniidae, Genaro Daphnia.

Marfologia

Simocephalus sp. Son grandes desde  3-4 mm , son animales que se encuentran
cubiertes por un caparazén bivalvar, La cabeza contiene un ojo compueste no estd
cubterta por la caparazon, estd rodeado por . Pegado 3 la cabeza se encuentran las
anténulas, las cuales contienen setas olfatorias {Balcer ct al. 1984,

El adulto posee un tamano que varia ampliaments, dependiende de la disponibilidad de
alimentn, ya que cuando este esta presente en abundancia el crecimiento puede
[ continuar a lo largo de su ciclo v asi podemos encontrar ejemplares adultos grandes
pudiendo llegar a tener caparazones dos veces mas grandes que un individuo normal, asi
durante una estacion desde primavera 2 verano su tamafio puede variar ampliamente en
relacion a la dispenibilidad de aliments, estos tipos morfoldgicos son llamados
cyclomorfos

Alimentacian

Simocephatus sp. Son filtradores de sedimento ingirigndo cualquier alga protozoo o
detritos organico de tamaiic adecuade. Las patas tordxicas hacen corrientes de
alimentacidn [as cuales llevan particulas suspendidas para su alimentacién, las setas en
estos apendices remuyeven particulas no deseadas.

Reproduccian

Durante la primavera y hasta el otefio es habitual que las hembras se reproduzcan por
. partenogenesis, dande ciclo tras ciclo nuevas hembras y de esta forma répida y facil, las
poblaciones de estos pequefios crustdceos pueden llegar a crecer de forma exponencial.
Cada hembra puede albergar en su intericr en la zona del costado y por encina del tubo
digestive entre una y dos decenas en Simoceghaius.

m
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Habitat

Simocephalus sp. Se encuentra en lagoes v lagunas, ellas son frecuentes en zonas de
grandes dreas lacustres. Estas especies viven en areas con abundants wvegetacidn
riverefia, por [0 que son vulnerables a la destruccion del habitat por parte de los paces
particularmente las carpas. Fueden ser encenirados en cuerpos de aqua en fondoe como
&n zonas litorales.

d} Familia Cyclopidae.
{Acanthocyclaps vernalic; Skistodiaptomus dizbolicus)

Familia Cyclopidaz.

Descripcidn

! Famnilia Cyclopidae pertenece a la Clase Copepoda, Orden Cyclopoidea.

Morfologia.

Estas copépodos son de talla pequena v cuarpo alargado (inferior a 2 mm), forman
parte de la Seccién Gnathostoma, ya que son organismos de vida [ibre. Esta familia
alberga un total de 22 especies citadas para las aguas continentales de Chile. Estos
organismos no presentan caparazdn, tienen seis pares de apéndices cefdlicos ¥y no
presentan apéndices abdominales. Las anténulas, que estan muy desarrolladas
poseen funciones sensoriales y de locomocién. Las piezas mandibulares de tipo
masticadar, antena ¥ maxilipedos no se han transformados en drganos de sujecion o
fijacidn, se caracterizan a su vez por que la cabeza vy thrax son mas ancho que &l
abdomen y estdn claramente separados de éste, [a anténula es corta, con un maximo
de 17 artejos: en los machos las anténulas estdn a ambos ladeos modificadas en
organos prehensores; |as antenas presentan s0lo una rama o con una rama externa
rudirmentaria. Poseen un solo ojo dispuesto en posicién central (Ruiz & Bahamonde
1839).

Habitat.

Estos copépodos dulceacuicolas, en general, viven en ambientes con alto grado de
inestabilidad. A pesar de ello se consideran un grupo muy exiteso por su amplia
diversidad y distribucién {Sudrez-Morales et al 2000). Probablements ese éxito se
debe en parte, a los mecanismos adaptativos, que en ocasipnes estdn ligados a
procesos de dispersidn (Ringuelet 1958).
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Ecologia.

Estos copepodos representan un eslabdn importante en las cadenas trificas, ya que
se alimentan de fitoplancton, detritus de animales y plantas v son la base de la
alimentacion de muches peces. Han side ampliamente estudiades como reguladores
de las poblaciones de fitplancton al representar un importante constituyente del
zoaplancton [Bayly 1982

s e ———
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Macroinvertebrados.

a} Familia Leptophlebiidae.

Meridialaris sp, Penaphliebia sp.

Descripcion

Clase Insecta, Orden Ephemeroptera, Familla Leptophlebiidae.

Morfalogia.

Las ninfas de esta familia de efemerépteros son bastante variadas en su apariencia,
perp todas ellas tienen cuerpos ¥y cabezas achatadas, patas achatadas con amplios
feEmures. Las pterotecas en el meso y metatorax, las patas estan formadas por 5
seqmentos, coxa vy trocanter cortos, fémur mas o menos aplanado, tibia ¢itindrica o
subtriangular ¥ tarsg unisegmentads que termina en una ufia tarsal la que puede
tenar denticulos. Presentan prominentes traqueobranquias variables a lo [argo de su
abdomen, compuestas de una lamina wventral ¥ una dorsal. Usualmente estas
branquias son pareadas v vagamente con forma de hojas. Las setas de sus cercos se
encuentran ordenadas en anillos. Los palpos maxilares y labiales presentan tres
filamentos caudales. Clipes fusionado a la frente, cabera usualmente prognata. La
mayoria de las ninfas son de tamafio menor a 20 mm. [(Dominguez et al 20063, Se
caracterizan por su corta vida en fase adulta, viven solo dos o tres dias, tiempo
suficiente para efectuar el apareamiento y su fase larvaria es desde 3 a 4 semanas
hasta 2 afios ¥ medio {Faculty of Sciences 2000).

Habitat.

Es una familia de especies cosmopolitas ¥ alcanzan sue maxima diversidad en el
hemisferio sur (Faculty of Sciences 2000).

Generalmente se encuentran en rios de aguas rapidas. Puesto que la mavoria de los
laptophlebidos son especies caracteristicas en aguas corrientes y no soportan una
alta carga organica {Figueroa 20043, han side considerados sensibles al estrés
ambiental ¥ su presencia significa buenas condiciones hidricas (Merrit & Cummins
1878).

-
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Ecologia.

Estos consumidores primarios, corresponden en sit mayoria 8 recolectores de detritus
{detritivoros) proveniente de la superficie de rocas y madera, por lo que son
considerado dentro del grupo troficoe funcional de los raspadores, recolectores o
parstoreadores, es decir, organismos que consumen particulas finas de materfa
organica {Decamps & Naiman 15%1). Son ademdas el aliments preferido de muchos
carnivores de agua dulce, que incluyen otros insectos v peceé

b} Familia Chironomidae,
{Paratanytarsus grimmii).

Familia Chirongmidae,

Descripecion
Clase Insecta, Orden Diptera, Familia Chirenomidae.

Morfologia.

Los quirgnémides son dipteros pequefios (de 2 a 10 mm) emparentados. Esta familia
se caracteriza por presentar antenas plumosas v llamativas en los machos adultos ¥
pilosas en las hembras. La cabeza es pequefia, frecuéntemente escandida por el
torax y carece de ocelos. Las patas delanteras son aiargadas, v la venacidn de las
alas 25 més mmarcada anteriormente que posteriormente. Los adultos, al emerger,
dejan en la superficie del agua exuvias de las pupas. Las larvas son generalmente
acuaticas, de cuerpo alargado y tubular, con 12 segmentos abdominales bign
- definidos, cabeza bien desarrollada ¥ pequena, y sin patas. Dos pares de patas falsas
o pseudopodos las ayudan en sus movimientos, aurgue uno g ambos pares pueden
estar ausentes. Las larvas son de color rojo, morado, azul, vaerde o blanco. Los
aspecimenes larvales pierden su color al ser introducidos en alcghol. Las larvas
habitan rios, arroyos y lagos, aungue se pueden encontrar también en pozos, huscos
an las rocas, fitotelmata, heces de animales vy pricticamente en cualquier ambignte
humedo (De la Rosa 1997).

M
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Habitat.

La familia Chironomidae se caracteriza por agrupar a organismos cosmopolitas,
habitande desde aquas claras hasta sistemas con elevada carga de materia organica,
ademds resisten bajas concentraciones de oxigeno, situacién gque muy pocos
organismos toleran (Coffman & Ferrington 1979). De esta forma, ocupa un amplio
rango de habitats de agua dulce ¥y frecuentemente son los dipteros mas abundantes
del bentos de rios y arroyos, principalmeante se encuantran alojados en el sadimento
de estos sistemas dulceacuicolas {Cranston 1995),

Ecologia.

Loz Chironpomidas y sus larvas san consumidos por diversos organismos <omo
adonates, coledptaros ¥y peces n alimento importante de los peces y de otros
animatkes acuaticos.

Estos dipterss se caracterizan por su gran plasticidad ecoldgica, su considerable
rigueza especifica, su importante desarrallo numérico en determinadas condiciones y
gy intima y permanente relacién con determinados facteres del madio, eonstituyan
uno de los grupos de mayor interés para el completo conocimiento de los sistemas
acuaticos. Ast, los diferentes grados de tolerancia y la sensibilidad que estos
organismos presentan a las distintas condiciones del medio hacen que sean
considerados como excelentes indicadeores en estudios de vigilancia ¥ esenciales en la

tipificacién de los habitats acuaticos (Navarrete et al. 2004).
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a) Galaxias maculatus,

Gafaxias macilatus (Jenyns, 1842),

Descripcion -
Galaxias maculatvs, pertenece a la Clase Actinopterygii, Orden Osmeriformes,
Familia Galaxiidae, Generg Salaxias.

Morfologia:
Especie nativa considerada como fuera de peligre de extincidn desde la region dal
Big-Big al sur (D.5. 51/2008).

Esta especie nativa de las aguas del sur de Chile presenta un cugrpo alargado,
fusiforme, carece de escamas vy aleta adiposa, cabeza corta, longitud puede alcanzar
15 cm. pero el promedic es de 7 cm; la coloracién en adultes es de tonalidad
amarillenta con grandes manchas en los flances (Campes 1970). La primera madurez
sexual de esta especie se produce al afio de vida y no se cbserva dimorfismo sexual,
sdlo en el momento de plena madurez, donde la pared abdominal de la hembra se
torna transparente y se pueden observar lps ovocitos. Campos (1970) en Mancilia
{2004) encontré sjemplares maduros desde septiembre hasta abril {primavers -
otofia), relacionado con e aumente de temperatura. El ciclo de vida presenta: ova,
embrion “ojos pigmentados®, larva, juvenit y adulte (Mancilla 2004).

Habitat:

G. maculatus habita zonas de baja profundidad en rios potamales o hiporitrales,
asgciade a |la desembocadura de éstos v en lagos, corresponde & una especie
diadrémica, es decir, puede vivir en aguas salobres, saladas v dulces (Vila et al
1995}, En Chile |z especie muestra una amplia distribucidn, primers en forma
discontinua al norte de Concepcidn ¥ a partir de la hoya del Bio-Bio se encuentra
ininterrumpidamente hasta Tierra del fuego, en lz hoya del rio Imperial su
distribucidn se encuentra principalmente en el drea estuarina y potamal (Varela
2005).

—_—
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Ecologia:

En cuanto la alimentacién de este pez, los juveniles {entre 4 ¥y & meses) se alimentan
principalmente de zooplancton en el mar, rios o lages, luego durante su fase adulta
ze alimenta de larvas de insectos acuaticos, pequefios crusticeos y coligequetos
{(Varela 2005},

b) Oncorhynchus mykiss mykiss.
Oncorhynchus mykiss mykiss (Walbaum, 1792)

Descripcion
Oneorhynchus mykiss pertengce a la Clase Actinopterygii, Orden Salmoniformes,
Familia Salmonidae, Génerg Oncorhynchos
Marfologia
Cuerpo alongado y un tanta comprimide, la coleracién varia con el habitat, el tamafio
¥ la condicién sexual los que habitan corrientes son mds oscures y os residentes de
lagos son mas ligeros, brillantes v plateados (Froese y Pauly -Fishbase 2007},

Habitat
Principalmente un pez de quebradas de montafia sin embarge puede vivir en lagos y
sictemas |&nticos. Prefiere aguas oxigenadas con temperaturas de alrededor de 12 C.

Ecologia
Tieng una digta generalista basada principalmente en invertebrados como larvas de
diferentes organismos y peces de otras especies de menor tamafo.(Diavanera 2006)

e —
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Macrofitas.
ay Miriophyffum sp.

Descripeion

Pertenece a la Clase Magnoliopsida, Orden Saxifragales, Familia Halogaceae, Génerg
Myricphylium.

Moarfologia

Estas plantas acudticas tienen hojas pinnadas, las hojas sobre el agua estan mas
tiesas gque las sumergidas. Las flores son pegquefias con cuatro pétalos vy se
encuentran

en puntas terminales

Ecologia
| Constituye una fuente considerable de materia organica, desampefia un papel

importante en el metabolismo del lage, pudiendo regular por si misma la
coneentracion de sustancias disueltas (Howard-Willians v Allanson, 1978)

——— %'_—' e —————————
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DESCRIPCION ROL ECOLOGICO ESPECIES ENCONTRADAS EN EL SANTUARIO NO
UTILIZADAS EN BIOENSAYOS

a) Pediastrum sp.

Pediastrum sp.

Descripcion
Pediastrum sp., pertenece a la Clase Chlorophycese, Orden Chlorococecales, Familia
Hydrodictyaceae, Género Pediastrum.

Morfelogia.

Cenobioc mds o menos circular o acampanadps, con células unidas en forma
compacta. Las células periféricas tienen dos procesos terminales y |as internas son de
: forma poligonales de 5 a & lados mas o menos rectos. Las superficies de las células
son algo escarbadas. Esta cloroficea tiene un didmetro sproximado de 120 um: con
un didmetro de cada célula de 12 um; el largo de los procesns de las células
periféricas es de aproximadamentz 8 um {5 ejemplares). Esta alga verde se
reproduce asexualmeante mediante la produccién de autocolonias. El protoplasto de
cada célula madre da lugar a unas zoosporas biflageladas para cada celda de la
colonia del padre, Las zoosporas se liberan de la célula madre dentro de una vesicula
¥ luego se organizan en una disposicidn celular particular en circulos concéntricos, en
espirales o irrequlares ordenadas, unidas por todas sus paredes de contacto o bien
parcialmente unidas a través de los apéndices {Cifuentes et al. 1598}, Las células
luego se amplian hasta gue alcanzan su tamafio completo. También es posible [a
reproduccidn sexual a través de la fusion de los gametos pequefios, biflageladas que
se [iberan de la célula madre. Los cigotos germinan en Zoosporas, que Se convierten
en polyedars de paredes gruesas que generan 08 nueves cenobicos (Hugo 1290).

Habitat.

Estas microalgas verdes se caracterizan por ser especies comunges en cuerpos de
agua continentales, tipicas de ambientes ligeramente alcalinos, mesotrdficos v
eutrdficos, pero ne en zonas contaminadas (Komarek & Jakovska 2001), sus cenobios
de gran tamaho se asocian también a drea de un bajo Estadra trofics (Nasselli-Flores
& Barcne 2000Y.
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Ecologia,
Tal como las algas verdes analizadas antericrmente Pediastram sp. es Un organismo
autdtrofo,

b) Asplanchna brightwaellii
Asplanchna brighitwellii {(Gosse, 1850).

Asplanchina brightwelfii, pertenece al Phyllum Rotifera, la Clase Monogononta, Orden
Ploimida, Familia Asplanchnidae, Géners Asplanchna.

Morfologia.

Estos rotiferos son organismos microscpicos, acudticos, de vida libre, generalmente
solitarios. Son organismos gue se caracterizan por dos slementos particulares comeo
son la corona de cilios de la cabeza y el trophi o estructura masticatoria. Se
reproducen por partenogenesis, producen machos por muy breves pericdos, en
condiciones desfavorables dan lugar a huevos de resistencia. Presentan adaptaciones
4 la vida pelégica, como reduccién lorica, aumento del volumen, proyecciones para
suspension, reduccidn de drganos de adhesidn, reduccion de la tasa de hundimiento,
presentan ciclos de vida cortos, reproduccidon asexuada en condiciones dptimas vy
sexuada cuande las condiciones del medic son desfavorables (Segers 2002).

Habitat.
Este retifere euplancténico es uma especie cosmopolita (De Manuel 20003, gue
prefiere aguas continentales acidas y eutréficas célidas (Margalef et al, 1976).

- Ecalogia.

Son organismos predadores, que se alimenta principalmente de seston {12 - 50 prm)
comao naupilos de crustaces, ciliades y un amplio espectro de algas. El desarrollo de
esta especie estd altamente controlado por la cantidad de toceferal que ingiare a
partir de sus presas (Braioni & Gelminl 1983).

Constituyen comparativamente un pequefio filum pere son muy importantes en los

m
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ambientes continentales a causa de su tasa reproductora, su habilidad para ocupar
rapidamentg los nichos wvacantes, constituyendo mas del 20% de |la biomasa
plancténica, son  recicladores eficientes de la matera orgénica vy responden
répidamente a los cambios ambientales (Nogrady et al 1933).
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c) Chydorus sp.

Chydorus sp.

Descripcion
Chydorus sp., pertenece al Phyllum Arthropoda, la Clase Branchiopoda, Orden
Cladocera, Familia Chydoridae , Género Chydorus.

Morfologia.

Entre las caracieristicas morfologicas de estos claddceres destacan sus apéndices
aplanados y foliosos, en log gue tanto endopodio comeo exopidio son un dnico IGbuio
con sedas marginales; la coxa de los mismos tiene un episedio también aplanado que
hace |las veces de branguia. Los apendices del cuerpo estdn ademds adaptados para
la alimentacién filtradora ¥ para lz natacion. Las primeras antenas como las maxilas
son vestigiales. Ef dltimo segmento del abdomen tiene des prolongacignes llamadas
cercopedios Presentan anténulas relativamente cortas ¥ truncadas con tres
segmenios en cada rama; las papilas olfatorias son siempre apicales. Las bases de
las anténulas son separadas y articuladas con |a cabeza. Esta familia presenta rostro
fuertemente deprimido en forma terminal aguzada, de longitud en general mayar al
diametre del ¢jo (Alonse 19967,

Hahitat.
Estos cladécerns son cosmopolitas y propios de ambientes dulceacuicolas
{Dominguez B Zdfiga 1976).

Ecoalogia,

Chydorus sp. tiene un rol importante en las tramas trificas peldgicas, principalmente
para pequefios consumidores secundarios del meroplancton, con quienes coexisten
temporat ¥ espacialmente. Se caracterizan por ser organismos son herbivores, va
que utilizando sus apéndices toraxicos producen corrientes de agua entre las valvas,
de manera de filtrar las articulas de alimento provenientes del medio {Rosenberg &
Palma 2003).

—_— .
e e —————
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d} Besminia sp.

Bosminia sp

Descripcion

Chydorus sp., pertenece al Phyllum Arthropoda, la Clase Branchigpoda, Qrden
Cladocera, Familia Bosminidae, Género Bosminia.

Merfalogia.

Entre las caracteristicas morfoldgicas de estos claddceres destacan sus apéndices
aplanados v foliosos, en los que tanto endopodio como exopidio son un dnico 16bulo
con sedas marginales. Los apéndices del cuerpo estdn ademas adaptados para la
alimantacion filtradora y para la natacidn. Presenta anténulas relativamente largas y
aguzadas, con aspectos de ™rompa de elefante”, papilas olfatorias no apicales. La
hase de las anténulas fusionadas con el extremo antarior del rostro.

Los maches varian entre 0,4-0,5 mm de longitud ¥ las hembras entre 0,4 v 0.6 mm,
Los machos presentan antenulas medificadas, en cambio [as hembras tienen
antenulas de mayer tamafio y fijas a la cabeza, curvas hacia atrds y paralelas ente
si. Tante machos como hembras presentzn espinag terminal puntiaguda (Alonso
1996).

Habitat.
Estos claddceros son  cosmopolitas ¥  propins de ambientes dulceacuicolas
{Dominguez & Zdfiiga 1976).

Ecologia.

Estos cladbGceros son especies filtradoras no selectivas principalmente de microalqgas
cianoficeas y protozoos. 5o desarrollo se caracteriza por la facil adaptabilidad a
rangos amplios de temperatura, aquas con cierto grado de contaminacidn vy
concentraciones de oxigeno desde cero hasta la sgbresaturacién (Remerg 2009).
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4.2.2 ESTABLECIMIENTO Y MANTENCION DE CULTIVOS DE LAS ESPECIES
LOCALES DE MAYOR RELEVANCIA ECOLOGICA (FITOFPLANCTON, ZOOPLANCTON,
ICTIOFAUNA, MACROFAUNA BENTONICA ¥ MACROFITAS).

Cultivos de egpecies estandarizadas de Fito ¥y Zooplanctotn.

Cultivo Microcrustaceos.

Corresponde a la especie Daphniz obtusz, organismos que es posible encontrar en Ips
lagos nor Patagdnicos del pais, resultando, por cnnsigu'iente, ser representativos de los
ecosistemas nacienales, a diferencia de oiras especies que s/ bien se encuentran
estandarizadas no responden a las caracteristicas de los ecosistemas estudiados vw/fo
evaluados {Figura 19)

Figura 19, Microfotografia Daphnia ohtusa.

Agua de dilucidn.

Las cultivos de . obtusa son mantenidos utilizando agua procedente del lage Calafguen,
la cual es filtrada wutilizands un filtro con un ancho de pare de 0,2 pm, con el fin de
eliminar lag impurezas que esta pudiera contener. Los cultives fusron mantenides en
recipientes de vidrios de 2,5 L de volumen con 1 L de agua, que contuvieron una
densidad constante de alrededor de 50 individuos. Mantener alrededor de 10 acuarios de

este tipg con la densidad antes mencipnada de manera constante e invariable,

Recambic d&l medio.

El recambio del madio de los cuitives se realiza una vez por semana, con el fin de que las
condiciones fueran siempre estables ¥ no existiera presencia de exubias ¢ desechos de los
mismos organismos. Para ello, se separaron las daphnias utilizando una pipeta Pasteur,

los que se colocaron en una pequena cantidad del agua del cultive, los acuarios se

e |
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lavaron con agua corriente v luego fueron “cebadas” con agua de lago, se volvieron a
ilenar con agua de lago aireada durante 24 horas vy los organismos se devolviaron al
acuario ya limpio. Finalmente se les suministré comeo alimento aquel pretocelizado por la
APHA (1995).

Alimentacion.

Los cultives de Daphniz obtusy son alimentados con un preparado  estandarizade
basandose en un protocolo del APHA (19595). Este alimento es una mezcla de harina de
pescadeo, alfalfa y levadura. Se agrege 1 ml de este alimente por cada 50 individuos en
1L. de agua cada dos dias.

Condiciones fisico-quimicas.
Los cultives son  mantenidos en incubadora con fotoperiode 16 horas luz — & horas
oscuridad y & temperatura de 18+22 C. Contando con aireacidn mecanica.

Cultivo Microalgas.

Corresponde a Raphidocefis subcapitata (antes Selenastrum capricornutum) una alga
verde {clorpfita} unicelular con forma de media luna ¥ un volumen aproximado de entre
40 v 60 mm*, que puede encontrarse en sistemas acudticos epicontinentales eutrdficos v
oligotroficos. Cuando las células son expuestas a muesiras que contienen contaminantes
toxices, su reproduccion se afecta, alterando la tasa de crecimiento de la poblacion de las
algas (Figura 20).

Figura 20. Microfotegrafia de Raphidocefis subcapitala {Selenastrum capricornutim),

e e —— U L
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Aqua de dilucidn.

El medio donde se mantiene estas algas corresponde a agua desionizada enriquecida con
nutrientes esenciales. El medio de cultive se basa en la preparacién de una serie 7
soluciones concentradas de nutrientes: conteniendo micronutrientes ¥ macronutrientes,
de acuerdo a NCH 2706 (1396), todas ellas con las concentraciones adecuadas para
asegurar un crecimiento optima de las algas durante el periode de incubacidn.

Condicianes fisico quimica.
Los cultivos son mantenidos en incubadora cen iluminacién continua, a temperatura de

18£30 C y alreacidn mecdnica constante proporcionada por una bomba de oxigeno.

Las condiciones antes mencionadas sen posibles de ser utilizadas para la mantencion de
otros cultivgs  existentes de microalgas, como  por ejemply Scenedesmus 0¥
FPediastrum sp.

Cultivos de Fito v Zooplancton Especies Locales.

Aislamientn y Masificacién Fitoplancton

Muestreo.

Se realizé un rmuestreo mediante red para fitoplancton el cual cubrié una longitud de 500
metros de arrastre superficial en el Santuario de la Naturalera del fo Cruces sector
Punucapa, se ragistro variables ambientales, asi como toma de muestras de anua
tendientes a obtener tres aspectos, primare la caracterizacion quimica en laboratorio, |a
segunda fue |a captura de microalgas desde el ambiente natural y finalmente muestras
para analisis de contenido organico.

Resultados Variables am bientales.
Temperatura 9,5 #C

Salinidad 0%

pH: 7, 40

Dureza: 28,3 mg/L

Amaonio: 0,71 mgfL

—— — ——— e T ————————
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Procedimiento para aislamiento general de fitoplancton.

La primera muestra de agua (250 y S0¢ ml) fue primero pasada por filtros previaments
pesadc y tarados, a fin de determinar la materia orgdnica e inorgdnica del lugar de
muestreo. Los cultfvos iniciales destinados a aislamiento de microalgas se desarrollaron
con agua de ambiente natural esterilizada por filtracidn a 0,22 pm, la cual fue enriguecida
con sales y vitaminas, medio /2 de Gillard, {1374), de usg comin en & manegjo de las
microalgas el medio empleads correspondid en un inicio la, Los enriquecimientos fueron
realizados dependiende de la actividad fisioldgica de las algas objete. Se microfiltro agua
de ambiente natural a 0,22 um, ¥ s& utilizé como primer medio de cultivo.

Las muestras conteniendo todas a8 microalgas colectadas primero fueron colocadas a dos
temperaturas. La primera a2 temperatura similar a ambiente natural 18%*C, para lo cual
se empled una camara refrigerada con fotoperiodo similar al de ambiente natural.

Paralelamente otra muestra fue cultivada a temperatura de 26 °C (Figura 21) con
fotoperiodo similar al de ambiente natural, ¥ medio enriquecido. A fin de aislar aguellas
especies diatomeas, se nutrié con silicato agquellos matraces que se presentaron con
mayor crecimianto de diatomeas, '

Aislamiento

La metodologia sequida para los aislamientos considerd la aplicacidn de varias técnicas
diferentes, las que fueron desde: a) repigues desde los cultivas con variadas
inoculaciones de pequefos volimenes (100 plY ¥ sus diluciones, b.- aislamientc directo
celula a célula mediante el uso de microtools baje microscopio de contraste de fase. ¢.-
crecimiento en medio agar v finalmente aislamiento por competenciz inter poblacional.

Figura 21. Cultivo de microalgas del santuario de 1a naturaleza mantenidos a 26 © T.
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Las células que crecieron de mejor forma fueron 108 cultivos mantenidos a 26°C, debido a
la veloeidad v la célula que se desarrelld mejor fue del género Chiorefla sp. Ademds de
una agperie perteneciente al género Selenastrum y wvarias diatomeas plancténice de
cadena largas vy libres, en menor grade fuergn las especie de Scenedesmus sp. y
Pediastrum sp. En el cultive de agua fria se observd un mayor crecimiente de diatomeas.
Las densidades alcanzadas de Chiorefla sp, se encuentran en los 3,5 x 10 & calfml.

Los cultives a baja temperatura han sido claramenta diferenciados con una mayor
presencia de diatomeas del grupg Bacillariofita mientras que los de temperatura a 269C
microalaas no diatomeas del tipg Clorofitas,

Aigl

Muestrea.

Se realizd un muestreo mediante red para zooplancton fina la cual cubrid una lengitud de
1000 metros de arrastre superficial en el Santuario de la Naturaleza del rio Cruces sector
Funucapa, se registraren variables ambientales, asi como torma de muestras de agua para
su caracterizacion quimica en laboratorio, las colectas de zooplancton fueron filtradas en
terrenc y almacenadas en contenedaras pliasticos con volimeneas acordes con la densidad
de organismos colectados, para evitar la falta de oxigeno durante &l proceso de traslado a
laboratoria.

Resultados Variables ambientales.
Termperatura 8,5 °C

Salinidad 0%

pH 7,40

Procedimiento para aislamiento general de zooplancton.

Se microfiltro agua de ambiente natural a 0,22 ym, para se utilizada como primer medio
de cultive para el zooplancton. El zooplancten fue separado por filtraciones sucesivas
graduadas segin objeto de bisqueda desde 2000 pm hasta 50 pm. El zooplancton fue
separado por grupo a fin de evitar depredacion e iniciar monocultives. Cada grupo

zoologico (rotiferos, claddceros ¥ copépodos), fueron cultivados en dos sistemas v a dos
temperaturas.

_——
m
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Sistema_de cultivg A,

En placas de podillos de cultive esteriles de volimenes de 3 ml, placas de 12 pocillos ¥
placas de cultive de 96 pocillgs de 500 pl.

Sistema de cultivo B.

Cultive inicial en matraz estéril de 250 ml.

Para ambos casos los cuitives se desarrgllaron tanfo en incubadora 2 18°C constante,
como a 25 °C, variable en 2 2C.

islamien Itivo de iferos.

Aislamiento.

En este grupe fue posible saparar dos especies, una de ellas con muy baja abundancia
{con un total de 32 ejemplares especie L v solo dos ejemplares especie 2). Se aisld vy
cultivd &n agua procedente del santuaric microfiltrada a 0,22 um y suplementada con
policultive de micrpalgas previamente aisladaz de ambiente natural, paralelamente se
cuantificé la presencia de hembras con hueves v s& registraron  caracteristicas
morfoldgicas para su identificacion.

Se encontré una baja abundancia, asi come la ausencia de ejemplares portadores de
hueves. La observacion del cultivo mostrd ser poco viable debido a la mortalidad
progresiva de los ejemplares, frente a lo cual se procedid & identificar en base a su
marfolagia ¥ conducta, va que [os rotiferas son un grupo rooldgicn dificil de identificar

debido a que algunos grupos especificos presentan polimorfismao.

Al transcurrir dos dias de cultive, se procedid a 1a evaluacian de éste encontrandg Que no
se phservaron microalgas en su contenido digestivo, esto sumado a su conducta de
bdsqueda de alimentg, hicieron pensar que se trataba de un rotifero depredador ¥ no
fitoplantdfage, ademds no se encontrd mingun individus portador de huevos {poca comn
en pohlaciongs de rotiferos) y finalmente 1a presencia de grandes tallas de un promedic
de 720 pm.
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Asi con estos antecedentes se procedié al registro de caracteristicas morfoldgicas comao
forma de las bolsas digestivas, forma de vitelario, tamafio corporal y conducta, lo cual
llevé a tdentificar @ una de las posibles especies como perteneciente al sub-génerp
Asplanchna (Figura 22), mientras gue la otra espacie al parecer correspende sdlo a un
tipe marfplégice dentro de los astados de desarrolio del Asplanchna.

Por cuanto es una especie cuya clasificacion sistematica es:
Clase: Monogononta

Orden: Ploima

Farnilia: Asplancnidae

Sub-género: Asplanchna posible especie Asplanchna brightwelfi

!
3 2'1 ety iy

e

Figura 22. Aspfanchna brightwelli

El desarrgllo de esta especie estd altamente controlado por la cantidad tocoferol que
ingiere a partir de sus presas, que estan constituidas por clliados, ya que si la dieta es
rica en esta vitamina las hambras generardn de gran tamafio, este crecimiento
proporciona a las hembras el mecanisme necesario para protegerlas del canibalismo,
debido a que esta especie presenta polimorfismo v por tanto morfetipe de cada
generacion, |0 que nos lleva a concluir gque la otra especie encontrada, corresponde 8 un
morfotipo en forma de cruz de esta misma especie.

La complejidad del desarrollc de esta especia nos lleva a pensar que la unica posibilidad
de consequir su cultive &s manteniendo en forma paralela un cultivo de ciliados u otros
rotiferos para su alimentacion y a la vez suplementarfos con tocoferol, g fin de evitar el
canibalismo, lo cual hace muy complejo el sistema de produccion de estos egjemplares, sin
embargo aln asi esta especie podria ser un excelente esp&Cimen para prugbas
toxicoldgicas tante por sus tamafios como por su sensibilidad & quimicos.

_.—_‘—_—'w
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Aislamignto v cultivo de copépodos,

Aislamiento,

Se pudieron separar dos especies, con una muy baja abundancia, con un total de 3
ejemplares de la especie 1 vy 22 ejemplares de |2 especie 2. Se afsla y cultiva en agua
procedents del santuario del fo Cruces sector Punucapa la cual es microfiltrada a 0,22
um y suplementada con policuliive de microalgas previamente aisladas del ambiente
natural, paralelamente se cuantifica la presencia de hembras portadoras de bolsas
ovigeras ¥ se registran caracteristicas morfoldgicas para su identificacidn.

Se encontrd que de los ejemplares aislados ningune presentaba bolsas ovigeras, por lo
cual no se encuentran &n fase reproductiva hasta el momento. La especie perteneciente

al arden Cyclopoida, a la familia Cyclopoidae y posiblemente al orden Acanthocyclaps.

Los copépodos pertenecientes a este orden son depredadores comiendo claddceros
juveniles y neonatos, asi como también microalgas, el ndmero de huevos por hembra
slcanza los 40 a 70. Los copepoditos emergen de la diapausa en primaverz y |a
reproduccién es mayor a finales del verane y el otofio.

El cultivo se continud hasta encontrar presencia de hembras ovigeras, sin embargo este
grupo en general se informa que la relacién macho hembra es de 28:1, por lo cual se
requigre mayor numero de individuos para asegurar su cultivo, de tal ferma gque se hizo

necesario realizar mas muestress de los previstos.

Se coiocd fotoperiodo vy se alimentaron con policultives de presas vegetales y animales
para su observacion.

Aislamiento y Coltivo de Cladéceros.

Resultados Aislamiento.
Las muestras obtenidas en terrens, fueron trasladadas al laboratoric de cultive, para

aislamiento y masificacién de ejemplares.

e e ———
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La diversidad encontrada fue de s9lo dos especies v la abundancia 13,5 indfm3 En base
a su morfologia corporal tates como forma, tipo de ojo v ocelo, forma y medidas de las
valvas, y posicion de érganos sensoriales, se establecid que se encontraron dos péneros

Bosminmia ¥y Chydorys.,

Especie A.- Clase: Branchiopoda, Suborden cladécera, familia Chydoridae.
Se afslan todos los ejemplares de Bosminiz y solo dos individuos de Chyforus sp. (Figura
247

Se procede a cultivar en agua de medio ambiente natural esterilizada mediante filtracién
a 0,22, las variables en cultivo de mantencién fueron las mismas de ambiente natural
con modificacion @ dos temperaturas 18°C {en camara de incubacién) {Figura 23), v a

temperatura de 24 °C,

Se midio un total de 36 ejemplares adultos con un promedio 407,99 pm v una desviacion
de 76,7.

Figura 23. Aislamianto Cladédceros

e — — e ]
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Figqura 24. Incubadora de Zooplancton a 185C,

Figura 25, A.- Género Bosminia Hembra incubante can 4 ejemplares preeclosidn;

B.- Chyforus sp.

En la Tabla 16 s& muestra la talla de aquellas hemhras gque desde terreno, venian con
embriones asi como sus medidas. Al comparar los datos, se ofserva que las hembras que
portan huewvos presentan después de una semana de cultivo una talla menor, lo gue
pudiara indicar una madurez mas rdpida.
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Tabla 16. Fecundidad de hembras cultivadas en laboratorio ¥ su talla, asi como la talla
da los huevos que pertaban.

1 36355 1 54
2 378 z 57,5
3 3l 2 50,5
4 3545 2 &0
5 a3z 2 57,5
& 393.2 4 85
7 3706 4 57,3
8 354 Z 43,3
] 347.8 3 o4.7
10 410 4 57,7
Promedic 361,66 2,7 232,40
Dregviacian 28,8 1,1 34

La baja cantidad de claddceros encontrados en terreno, asi como lo avanzado del
invierno, hacen supener |a complejidad de la masificacidn de esta especie, lo que se
evidencia en las mortalidades y en el estado reproductive que se encuentran pueasto que
las especies ya se encontraban preparadas para generar huevos de resistencia, por o que
habrd que manejar varias variables para obtener un stock de hembras reproductivas con
mejor fecundidad, sobrevivencia y partenogenéticas, gue &l principio de lz masificacién en
este tipo de organismos.

Este género se caracteriza por tener una alimentacidn por filtracion de microalgas, pero
vive normalmente aseciado al epilimnion por lo cual se ha citado que prefiere grandes
particulas de diatomeas (10 ¥ 15 pm).

Cultivos de Macrofauna Bentanica.

Cultivo de Chironomidos-Variables de cultivo.

@} La temperatura de la sala de cultivo se controld desde el 6 de mayo al 10 de junio, su
seguimiento diario se muestra en Figura 26. El promedio de temperatura de cultive fue de
1%,4°C. con promedios de maximas de 21,4°C v de minimas de 17,4°C (Figura 26).

R e
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Figura 26. Variacion de temperatura madxima y minima en sala de cultivo.

b] El fotoperiodo establecido (14 hrs luz y 10 hrs oscuridad) durante todo &l perfodo del

ensayo, permitid ohtener ¥y manejar adecuadamente |os distintos etapas de desarrollo del
Chirondmido seleccionado.

¢) El alimento utilizado permitid el desarrolle adecuado de los distintos estadios larvales.
Mo se observo presencia de hongos yfo respuestas que evidenciaran efectos negativos
scbre las larvas. Las mismas larvas aprovechan el alimento como sustrate y construccion
de capullos individuales usados como habitaculos; en ellos se ohservd un comportamiento

vigaroso de las larvas durante todo el periodo de ensayo.

Desarrollo del Cultivo.

a) Ciclo de vida.

Las larvas obtenidas en terreno se mantuviercn bajo condicicnes controladas {segdn
métods) lo que permitic desarrollar el ciclo complete del Chirgnomide seleccionado

(huevo, larva, pupa, adulto), primer paso para el establecimiento de un cultive
aestandarizade {Figura 27).

Se definieron log tiempos (dias) de duracién de cada etapa: Larva 20 dias; pupa 2 dias,
adulto 2 dias, huevo 3 dias. Total de dias ciclo de vida Chirongminae 27 dias.
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Figura 27, Ciclo de vida Diptera - Chironominae - obtenido en condicicnes controladas.

b) Crecimiento de larva.
Postarior & la eclosion, en forma diaria s2 registrd la longitud de las larvas. La curva de

crecimiente en longitud tuvo su mejor ajuste @ una curva de tipo exponencial
(R*=0,9721). La longitud méxima (5,4 mm) se obtuvo a los 20 dias, posteriormente

comignza su etapa de pupa (Figura 23).

Durante el periode de seguimiento se puedo distinguir cuatro estados de desarrollo larval
en conformidad a su relacién en longitud versus nimero de dias (I, II, 11T ¥ Iv).

. — e — L ——————
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Figura 28. Crecimiento en longitud de larvas de Chironominae.

Cultivos y Bioensayos de Chironomidos.

Los resultados de [os cultive v ensayos con Chironemidas nativos mestrarcn que a las 48

horas se tiene una sobrevivencia del 100%, a las 72 horas s tigne un 57,3% vy & las 120

horas la sobrevivencia es del 93,2 % (Tabla 17). Estos resultades permiten sefialar que

los individuos de Chironeminas poseen una alta schrevivencia bajo condiciones de

manipulacién y serian adecuados para su uso 2n bioensayos.

Tabla 17. Ensayos de sobrevivencia individuos de una familia Chirgnomidae nativo
{Chircnominae) usando agua reconstituida (situacion control).

E’ﬂ 24 e Tohl L Ersmis 0 hm Toial
K1 K3 HJ ighre, Al _R2 R} Eabrew. W
L1} 5 L 5 bl % & L
['r ] § & § e b B &
Lol 5 L § L] 3 % 5
w 5 5 Wt 3 5 5
'] 'g é ; L] 5 5 [
Lefhrraindn 10| anbreswvenalm 21 3 2 2 5.0
& mohra B 100 100 103 K Eawy R 'k 1o 198
Ensayn df b Tonal Enwmyn 120 b ¥ ol
— BT AT Gt & T R B
k] 5 5 5§ m = 5 5
w2 L & 5 W2 5 5 5
¥ E & 5 i) 5 5§ §
Wi & L -1 LY 1 5 14
L] 5 % 5 - vy 5 5 &
Sobrmmanoe 5 T8 O [T Sobrewvaraln 21 H 34 T 0y
% Sobra K 1m0 702 10g ¥ By R B 190 9B
En: T2ara Tl
R1 A2 R3 Satrmw. %
W 5 5 5
e 5 5 5
W3 5 5 5
Wi 4 5 5
WMo 5 5 d
Jabreubencin 34 25 73 7.3
T T —
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Curva de crecimiento ¥ condiciones de laboratorio de Cultives de Chironomidos.
Con el objeto de determinar 2 &cuacion de crecimiento de las larvas empleadas, se
procedid a medir en forma diaria, 24 horas después de la eclosién hasta el estado de
pupa, 5 larvas abtenidas de una ovipsotura. Los registros fueron tabulados v se estimé |a
gruacion con una funcién polinémica como s& muestra en la Figura 29. Se propone el
estade II (2 a 3 cm) como ia talla apropiada para ser usada en los bioensayos. Las
ventajas de ese estadio son: durante 5 dias estas larvas registran un buen parcentaje de
sobreviviencia al ser sometidas a condiciones de control para bicensayos, son faciles de
rmanipular, el rango de variacion en longitud es estrecho v se reduce el efecto de

mortalidad por carnivoria y efectos por metamorfosis (pupa)l.

¥ =006 + 0 A535C - 2 53630+ 10,651
BY= 09272 *

Longitud fmm}

DIAS

Figura 29, Curva y ecuacidn de crecimiento de Chirgnominae estimada bajo condiciones

de culfivo intensivo.

Parametros de cultivo.
Durante el periode de mantencién de lavas, se registraron los pardmetros: temperatura,
pH y oxigeno del agua en cada bandeja de cultivo de Chironomidos. Mantener estas
condiciones lo mas estables posibles, determing el éxito del cultive. En la Tabla 15, =e
antregan los resultados dzl seguimientn de los pardmetros sefialados durante el perfodo
comprendido entre el 22-06-10 al 11-07-10.

I e e —————————
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Tabla 18. Promedio v desviacion estandar de pardmetros en bandejas de cuitive en

laboratorio (n=%9)

T°C pH 0,
Promedia 185 g9 51,8
ns 0.8 0,35 15,8

Se realizd un séguimiento diario a las ftemperaturas maximas ¥y minimas de la sala de
cultive, siendo estos parametros determinantes en el control de femperatura de |as
bandejas donde se encuentras lag larvas. El registro en el perigdo muestra un descense
de la temperatura promedio de 2,7 grados (de 22,6 2C durante el periodo del 22 de junio
al 11 de juliv 3 18,7 °C durante el periodo del 12 de juliv al 26 de julio), ello debide a las
condiciones climéticas estacionales las cuales particularmente han sido extremas (onda
de frio polar en la zona centro-sur de Chila) teniende que readecuar los sistemas de
calefaccion en la sala de cultivo, situacidn que ya ha sido abordada.

TEMPERATURA *C

e RILUG
DlAs

Figura 30. Grafico temperatura maximas y minimas, pericdo del 22-06-10 al 11-07-10.

De esta forma se determina que: la técnica de estrés términe (refrigeracion a 5 °C)
utilizada para sincronizar la eclosidn de individuos es adecuada y permite planificar
entregas de larvas de acuerdo 3 los requerimigntes de ios bicensayos realizados; en los
ensayos da sobrevivencia se obtuve-a las 72 horas un 100% de sobrevivencia; fue posible
establecar una curva da crecimients para la ezpecie en cultivo, la cual permite planificar

un manejo de individups para cubrir las necesidades de los bicensayos realizados,

w
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empleando el estadic II para ello; y finalmente, s& determind que |los parametros criticos
de cultivo (temperatura, pH y oxigeno) se legran mantener en rangus apropiados para
gl cultivo de la especies en cautividad.

Protacala Cultive de Chiranomidao Nativo.

Introduccian.

Trabajos tendientes a conocer la biglogia reproductiva, ciclos bioidgicos y condiciones de
cultive para su manejo intensivo son fundamantales para definir estandares de aquellas
especies que son planteadas para ser usadas en bigensayos de toxicidad. Asimismo el
trabajo con especies nativas vienen a fortalecer el use de esta técnica, a lz hora de ser
llamadas a entregar respuestas frente a las alteraciones producidas en &l medio ambiente
debido a la incorporacién de determinados cenobiticos, yfo a la hora de establecer
condiciones  basales para ser planteados como efementos de  juicio para el

astabilecimiento de niveles criticos {(normativa secundaria).

El présente protocolo entrega los resultados del trabajo efectuade baje condiciones
contreladas  de  laboratoric de una especies de invertebrados natives (Diptera:
Chironomidae) con el objeto de establecer un protocolo para ser usado en binensayes de
toxicidad.

Protocoln cultivo de Chironomido native para su usa en bicensayos de toxicidad,

1. Especie Seleccionada
Para |2 elaboracidn del protocolo, se establecieron las condiciones de cultive de la
especie Paratanytarsus grimmii { Schneider).

Clasificacian,

Clase: Insecta

Orden: Diptera

Familia: Chironomidae
Subfamilia: Chironeminae
Genero: Paratanytarsus
Especie: Paratanylarsus Grirmnmif

m
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Caracteristicas: poses una distribucion mundial, habitande sistamas [Oticos, lagunas v
estanques. Es partenogenético y se desconoce el macho.

1.2 Materiales para la sala de cultivo {6m?)
- Termémetro de mercurio
- Termdmetro de maxima ¥y minima
- Calefactor
- Cajas de cultivo (base de madera, con malla de alambre en los lados y forradas en
el interior con tul} (Puerta: 20cm x 30cm, Lados: 25am x 36 cm)
- Lamparas de iluminacién
- Timer
- PHmetro
- QOxigendmetro
- Sistema de aireacién
- Agua reconstitoida
- Lupa
- Microscopio

- Placas petri 3 y 5 cm de didmetrp)

1.3 Materiales para la colecta de larvas en terreno
- Redes {tipo D, con base de 30cm}
- Bandejas de pldstico
- Baldes de plastico
- Gotarios {3ml)
= Pineceles y brachas

- Sistema de aireacidn (mangueras de Smm con difusar ¥ bombas de oxigeno)
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1.4 Materiales para la elaboracion del sustrato (alimentacién y refugio de
larvas);
- Sedimento colectado en el Ria
- Hojas de ortiga
- Alimento parz pez
- Estufa
- Mortern
- Agua reconstituida
- Papel aluminia
- Balanza digital
1.5 Materiales para la manipulacion de las larvas:
- Placas petri
- Bandejas plasticas
- Estilete
- Pinzas
- Gotarips
- Lupa
- Microscopio
- Agua reconstituida
- Sustrato
1.6 Materizles para la manipulacidn de aduklos:
- Finzas
- Placas petri
- Agua reconstituida
1.7 Materiales para la manipulacién de huevos:
- Placas petri
- Agua reconstituida
- Pinzas
- Gotarios
- Lupa
- Micrgscopio
- Refrigerador

- Termémetro de maxima y minima

———— — e ——— =
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2. Metodologia de cultive y manipulacian de Ia especie.

2.1 Condiciones de la sala de cultivo.

En la sala de cultivo se instalan las “cajas de cultive” dentro de las cuales s& instalan las
kandejas con larvas y placas petri para |las posturas de huevos.

Para el sistema de zireacion se instalan 2 bombas de pxigeno (segqldn requerimientos),
conectadas con mangueras v un difusor con bandeja.

Ec necesario controlar la temperatura de la sala de cultivo para o cual es aconsejable
instalar un caiefactor eléctrice con termostate, un termametro de mercurio para registral
la temperatura del momento ¥ un tarmametro de maxima y minirma.

La sala de cultive se mantiene con fotoperiodo controlade utilizando Jamparas conectada
& un timer {14 horas luz-10 horas oscuridad).

Para la manipulacién de las Ianfas_ ¥ oviposturas, se usa scole agua reconstituids a
temperatura ambiente (20°C). Ademas se realizan observacionas diarias con lupa y

mMiCrOSCopio,

2.2 Colecta de larvas en terreno.

El cultive de Paratanytarsus grimmif, se inicia con la colecta en terreng de larvas. La
captura se realiza en distintos puntos a la orilla del rio con redes a una profundidad de 20
a 30 cm aproximadamente. El contenido de material bioldgico obienido se vierte en
bandejas pldsticas y con un gotario se separan las [arvas, depositindose en frascos y
baldes plasticos. Paralelamente se puede utilizar el metodo de piedras con pinceles y
brochas.

Los baldes con larvas de Paratanytarsus grimmil, colectados en el terreno se llevan a [a
sala de cultivo, se cubren con tul instalandose inmediatamente el sistema de aireagion.
Luege de 20 a 25 dias se obtienen los primeros adultos y consecuentements las

aviposturas.

2.2 Elaboracién deal sustrato.

El sustratc que servird de alimento vy habitat para las larvas, se prepara en base a
sedimento colectads en un rio seco, aliments para pez molido ¥ hojas de ortiga secas. El
procedimignto consiste en obtenegr sedimento desde el rio se elimina el agua excedente
por filtracion rustica para luego ser colocados en bandejas de aluminio las que se llevan a
una estufa a 110%C durante 24 hrs. Las hojas de ortiga s& secan en estufa a  40°C
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durante 24 hrs. Lugo se muelen al igual que el alimento para pez {pelet) v el sedimento.
Con estos materiales se prepara una mezcla que contiene 10g de sedimento, 1g de
aliments para pez ¥ 0,19 de hajas de ertiga.

2.4 Manipulacién de larvas obtenidas en la sala de cultivo.

Una vez que las larvas salen de |la matriz gelatinosa {ovipostura), se colocan en bandejas
con sustrate, para elle se toman 29 de a8 mezcla ¥y se le agregan 10 ml de agua
reconstituida.

En cada bandeja se colocan 200 ml de agua reconstituida y se vierte la mezcla de
sustrato, con el gotario se trasladan las larvas a las bandejas {1000 a 1500 larvas por
bandeja). Postericrmente |as bandejas se llevan a las cajas y se conectan las mangueras
para la aireacidén, Suministrandoles 6ml de sustrato dos veces por semana vy procurando
que la celumna de agua se mantenga sobre los 2,5cm.

A las 48 hrs las larvas miden 0,5mm, las larvas que estan en las bandejas se observan
como pequefios cimulos, en estos clmulos las larvas se encuentran aglomeradas vy
alimentdndose del sustrato constantemente, como asi también se pueden ohservar las
casa construidas por cada individua.

2.5 Manipulacidn de adultos,
Los adultos al zalir de las bandejas se ubican en los lados y techo de las rcajas,
depesitando los hueves en las placas petri que contienen 10 ml de agua reconstituida.

Les adultos se caracterizan por presentar una tenalidad verde y ser de pequefio tamafip
{1,5-2,0 mm).

2.6 Manipulacion de huevos,

Las oviposturas, adherentes, posean forma filamentosa vy de 4.0 - 4.5 mm de langitud,
compuesta por una  masa gelatinosa en  cuyo interior  se disponen los huevos
gensralmente pareados vy transparentes. Cada filamento contiene 180 huevas promedic

2.7 Sincronizacion de ovipostura

Si la demanda de individuos para bipensayos es mayor al la colectada en un dia, se
procede a sincronizar eclosion. A las 24 horas posterior a [a ovipostura, los husves son
colectados desde |as capsulas de petri instaladas en las “cajas de cultivo” v trasladadas a

M
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refrigeracion a 5°C  contante (shock térmico). Cuandc se cuenta con la cantidad
suficiente de huevos, se sacan de refrigaracion, colocandoias en cajas de cultive. Huevos
con ¥ sin refrigerar eclosionan al tercer dia.

Una vez que eclosionan todas las larvas, se vierfen un par de gotas de sustrato an las
placas esperando 2horas a modo de aclimatacion, posteriormente  trasvasijarlas a
bandejas plasticas de cultivo dentro de las “cajas de cultive” y sometidas bajo las

condiciones expuestas en el punto 3.1.

w S——
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4.2.3 DETERMINACION DE EFECTOS: REALIZACION Y VALIDACION DE
BIOENSAYOS SOBRE LAS ESPECIES DE RELEVANCIA ECOLOGICA DEL
SANTUARIO DE LA NATURALEZA Y EN LAS ESPECIES ESTANDARIZADAS

CONSIDERANDO DIFERENTES NIVELES TROFICOS.

En la Tabla 12 se rmuestran los taxa de diferentes niveles trdficos empleados en la
realizacion de los bioensayos de toxicidad.

Tabla 19. Taxa empleadeos e¢n realizacidn de bicensayos de toxicidad Santuario de la
Maturaleza.

Selenasirum capricormitist Estandarizada

Fitoplanctan Chiereffa s, Lacal
Stenedesmus quadricauds Local
Daphnia obtusa Estandarizado
Daphnia ambigla Local
Simocepfiaius go. Local
Zooplanctan ]
Simos=a sp Local
Acanthocycfops vernalis Local

Skistodiaptomus diabolicns Local

Meridialars so. Laeal
Macroinvertebrados i

Paratamylarsus grimmii Lacal

Galaxizs macufzius Logcal
Peces

Oncorfynchig raykiss Estandarizada
Macrofitas Myriopftyifum so. Estandarizada

4.2.3.1 Validacién y Realizacién de Bioensayos.

- Validacion Bioensayos.

El control de la calidad de los bioensayos es un aspecto muy importante en el desarrollo
de lgs bipensayos de toxicidad, Io que permite evaluar gl nivel de reproducibilidad frente
3 una sustancia quimica patron, en este caso Dicromato de Potasio (KCrz05). El nimero
de resultados consecutivos recomendados por USEPA {1990}, para una correcta

intracalibracién corresponde a un minimo de cince (5} bicensayos  triplicados

—r—r— S———— e — T e re——
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consecutives. De esta forma, el conirg! de calidad se realiza principalmente mediante =i
calevlo de la precision y exactitud. El coeficiente de variacion {C¥) indica el nivel de
precisidn de |a calibracion. En este sentido, el Servicio de Proteccidn Ambiental de Canada
{EPS, 1990) vy la Agencia de Proteccidn Ambiental de los Estados Unidas (USEPA, 1950)
fijan un coeficiente de wvariacidn menor o igual a 30% (CV < 30%) como la maxima
variabilidad permitida entre los indices de toxicidad para el tdxico de referencia
correspondientes a las réplicas de un mismo bicensayn entre los indices de oxicidad
prarnedio para los n bicensayos consecutivos realizados con el téxico de referencia. Una
variabilidad intralaboratoric superior al 30% (precisidn inferior a ia minima permitida)
indica una gran desviacion estandar alrededar de |la media, lo cual causa que los limites
de vigilancia supericr (LVYS) e inferior (LWI} al 95% en la carta de vigilancia sean
excesivamente amplios. En consecuencia, aunque un |laboraterio no genere resultades con
un nivel adecuado de exactitud, puede demostrar que sus dates estan dentro del rango
definido por los limites de vigilancia. No sélo es importante monitorear si log valores da
CLsp-24 h para el ¥éxico de referencia en un bicensayo determinado caen o no dentro de
lps limites establecidos en l1a carta de vigilancia {es decir, si se cumple con la exactitud),
sino que también deben sar monitoreadas las tendencias o patrones desarrollados por los
datos. La ocurrencia de datos fuera de los limites puede ser prevenida por una temprana
deteccion de una tendencia. La teoria de probabilidad sefiala que la probabilidad gue
cuadlquier dato caiga bajo o sobre la media en la carta de vigilancia {(LTC = iines de
tendencia central) es de 1/2 {asumiando fuentes de variacién aleatorias). La probabilidad
gue 2 puntas se encuentren en el mismo lade de la linea es de 1/4. Por lo tanto, la

w_
n

probabilidad que puntos estén en el mismeo lado de la linea es de 1/(2n}. Siel n =5,
la probabilidad que esto ocurra 3810 por azar es s8lo de un 3%, Porlo tante, 51 5 0 mas
puntos consecutivos (valores de Clegy-24 h correspondientes & bioensayos consecutives)
estan en el mismo lado de la LTC, se deben tomar medidas para detectar fuentes de error
y corregirlas (Dux 1986). Cuando el bicensayo =e emplee en la evaluacion de la calidad
toxicolégica de muestras ambientales, se debe realizar simultdneamente un bioensayo
con el toxico de referencia, el cual debe mantener la precisidn vy exactitud histSrica
establecida en el proceso de calibracidon. S561o 5 se cumple esto s puede asegurar con un
alto grado de confianza que los indices de toxicidad para las muestras ambientales son
reglmente efectc de su toxicidad vy no el reflejo de alguna fuente de variabilidad
introaducida al sistema (variaciones en |2 edad de los organismos, agua de dilucidn,

procedimientos operativos, etc. ).
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Solo si se cumple que la variabilidad (CV) es menor o igual al 30% se puede determinar
la exactitud intralaboratorio. Los estadisticos descriptivos utilizados en este estudio
permiten determinar si existen valores “anormales” “(outside)” ¢ *muy anormales” “(far
gutside}” que ne deban ser incluides en ningdn andlisis estadistico realizado sobre Ig
poblacién o muestra de datos. El rango intercuartil se extiende desde el quartil inferior
hasta el guartil superior cubriende la parte central de la poblacién de datos. Un “valor
anormal® es definido como aguel que se encuentra ubicado @ mas de 1.5 veces sobre o
baje el rango interquartil. En el case de “Valorgs muy anocrmales” corresponden a
aquéllos ubicados a mas de 3,0 veces sobre o bajo el rango interquartil. En este caso,
ninquno de los datos de Clgy considerados estdn dentro de |a categoria de “ancrmales” o
*muy anormales”. Por lo tanto, todos los datos serdn incluidos en ia determinacion de la
precision y exactitud intralaborateria,

A continuacion se muestran los resultados obtenidos de la validacidn de los bisensayos

realizados.

Selenastrinm capricornutum,

Fara Selenastrum capricornutum, el valor de la Clgg-96 h promedic para los {n=56)
bioensayos fue de 1.06333 mg/L de KxCry07, con una desviacién estdndar {ds} de 0.23.
Las valores minimo y maximo fueron de 0.7 y 1.33 respectivamente. Lz precisién de CV
= 21.75%. La exactitud en los resultados estd sefialada por la correcta amplitud entre los
limites de vigilancia superior e inferiar {LVS = 1.82 mg.L-1; LVI = 0.307. Con respacto al
monitoreo de tendencias o patrones andmalos desarrollades por los datos, éstos no son
observables distribuyéndose los datos en forma azarosa alrededor de lz linea de
tendencia central (LTC; Ver carta de vigilancia, Figura 31) v entre las iineas de vigilaneia.
Los parametros de control de calidad indican el aito nivel de precigién y exactitud gque
puede y debe ser alcanzado en 3 ejecucién de los bioensayos (Tabla 207.

Tabla 20. Resumen Estadistico para Microalgas LCsg.

e

Recugnte &
Fromedin 1.06333
Desviacion estandar 0.231229
Loef. de variacidn 21.7456%

Minimao 0.7
Maximo 1.33
Rango .63

Curtosis estandarizada | 0.01568185
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Figura 31. Carta de control para los LCs-98 h de Selenastrum capricormutum. Los
intervalos estdn dados por y -20; U -20 que representa al B9% y u-30; U-30 que
equivale al 959 7%.

Chiorefla sp

Para, Chlorella sp &l valor de la Clgp-48 h promedio para los (n = 4) bioensayos fue de
0,79 mg/l de de K:Cr:07, con una desviacion estandar {ds) de (.207204. Los valores
minimg y maximo fueron de 0.57 ¥ 1.07 respectivamente, La precisidn corresponde a un
CW = 25.2283%. La exactitud en los resultados estd senalada por la corracta amplitud
entre los limites de vigilancia superior e inferior {L¥S = 0,16 mg.L-1; 1¥I = 1,41}. Los
pardmetros de control de calidad indican el alto nivel de precisidn y exactitud que puede v

debe ser alcanzado en la ejecucidn def bicensayos (Tabla 21 v Figura 332).

Tabla 21. Resurnen Estadistico para Chiorefla sp

Recuanto 4
Fromedio 074
Dagwviacién Eckandar 0207204
Coeficiente de Yariacidn |26 22830

Mimnirno 057
Maximo 1,07
Range Q.5

Curtosis Ecangdanzada |0 7579

En la tabla 21. Se obsarva la sistematizacion de los valores de toxicidad promedio y
desviacién estandar para cada uno de los ensayas realizados para Chiorelfs sp expuesta a
bicromato de Potasio.

Maruel Montt 056 - Casilla 15-0 - Temuco.- 056-45-205432-Fax: 205430 Temucg - Chile Pagina 112 de 144

4

5‘ = Amwandter como apoyo a la efzboracién def anieprovedte de 128 nomas secundaries de cafidad - -
Y ambiental para I protecoiin de fas agoas de e cuenca def ria Valdivia, ,.__El_i-_E

e P



Susk Informe Final Evaivacisn de rigsge ecoldgice pare ef Sentuario de lz Maturalezz Carlos
g Anwandfer como agaye o @ elaborgcion del anteproyectn de las normes secundarias do calidad ===

I h"‘

ambiental para la protecciin de las aguas de 1a cuencs del rio Valdivia,

1.6 F j
12+ -
_En [0 ] 158G =142
g 09~ 4 CTR =080
e [ = =] LG =017
36 a i
a3l - -
u L -
1.4 20 3.0 a0
obzenvaciones

Figura 32. Carta de control para 1os LCsp-26 h de Chiorelfs sp.

Daphnia obiusa.

Para Daphnia obtusa, ef valor de la CLgp-48 h promedio para los (it = 5) bioensayos fue de
0.252 ma/L de K:CryQ;, con una desviacidon estandar (ds) de 0.02167%5. Los valores
minime y maximo fueron de 0.23 y 1.28 respectivamente. La precisidn corresponde a un
CV = 8.50297%. La exactitud 2n los resultados estd sefialada por la correcta amplitud
entre los limites de vigilancia superior e inferigr (LVS = 0.33 mg.L-1; LVI = 0.17). los
parametros de control de calidad indican el alto nivel de precisién v exactitud que pueds v
debe ser aleanzado en la efecucion del binensayos (Tabla 22 y Figura 33).

Tabla 23. Resumen Estadistico para Daphnis ofituss.

— s e
A TR

CHilg

5

Procnedio 0.252
Desviacion estandar | 0.021679%
Coef. de variacidn 8.60297%

Minireo t.23

Maximo .28

Rango 0.05
Curtogis estandarizadal -1.080&5%

En la Tabla 22. 5& observa |z sistematizacidn de los valores de toxicidad promedio vy

desviacion estandar para cada uno de los ensayos realizados para D. obfusa expuestos a

Dicromato de Potasic.

T e e e
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Figura 33. Carta de control para los Clgy-48 h D, obtusa. Los intervaios estan dados por
U-20; 4 -20 que representa al 8%% vy p-30; U390 que equivale al 99,7%.

Daphnia ambigua

Fara Daphnia ambigua, el valor de la Clsp-48 h promedio para los [n = 4) bicensayos fue
de 1,4775 mgfL da K2Cr07, ton una desviacion estandar {ds) de 0,310202. Los valores
minimo v maximo fueron de 1.21 y 1.89 respectivamente. La precision correspande a un
CV = 20.985%. La exactitud en los resultadns astd sefialada por la correcta amplitud
2,40; VI = Q,54). Los
parametros de contral de calidad indican el alto nivel de precisidn y exactitud gue puede y

entre o5 limites de wigilancia superior = inferior {LVS =

debe ser alcanzade en la ejecucidn del bigensayoes (Tabla 23 y Figura 34).

Tabla 23, Resumen Estadistico iara Daihnfa ambigua.

Recusnts 4
Promadio 14775
Desviacién Estandar 0,310202
Coeficiente de Varfacidn  [20,995%
Miniro 1,21
Maximo 1,89
REngo 0,63
Curtosis Estandarizada -}, 228893

En |2 Tabla 23. Se cbserva la sistematizacién de los valores de toxicidad promedio vy
desviacién estandar para cada uno de los ensayos realizados para . ambigua expuestos
a Dicromato de Potasio.
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Figura 34. Carta de control para los Lsp- 48 b Daphnia ambigua

Familia Leptophlebiidae {Meridialaris sp)

Para Meridialaris sp, el valor de |a Clsg-43 h promedio para los (n = 5) biocensayos fue de
29,9174 mgfl de K:Cr:Os, con una desviacidn estandar (ds) de 16.5182. Los valores
minime y maximo fueron de 8.64 y 51.565 respectivamente. La precisidn es de CV =
553.2126%. La exactitud en los resultados estd sefialada por lz correcta amplitud entre los
limites de wigilancia superior e inferior (LWS = 58.46 mag/fL; LVI = 1.38 mg/L). Con
respecto al monitares de tendencias o patrones anomalos desarrollados por los datos, se
vbserva una tendencia ¥ hay datos fuera del rango equivalente a 89% de confianza {y -
20; K -20 ). Los pardmetros de contrel de calidad indican el bajo nivel de precisitn con
valores mayores al 30% y una mediana exactitud, por le que se aumentard el ndmerc de
gnsayos hasta alcanzar os estandares requeridoes (Tabla 24 ¥ Figura 35).

Tabla 24. Resumen Estadistico para Meridialaris sp {Leptophlebidos).

Reclentn 5
Promedio 29,9174
Desviacidn
estandar 16.5182
foef. de variagién [55.2126%
Minimo B.54
Maximeo 51.565
Rangg 42.925
Curtosis
estandarizada -0.283737
B e e ———— e —
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Figura 35. Carta de contrel para los LCsp- 48 h de Leptophebidos. Los intervalos estédn
dados por p -20; p -2¢ gue representa al 89% y p-30; p-30 que equivale al 99,7%.

Chironomidae { Paraftanytarsus grimmiry}
El valor de ia 1c50 promedic para los (n=3 ] hioensayos fue de 53.8B ma/L de K:Cra07, con

una desviacidin estandar {ds) de 7,32803. Los valores minima y maximo fueron de 43.0 v
63.0 respectivamente. La precisién corresponde a un CV = 13,6209%. La exactitud en los
resultados estd sefialada por la correcta amplitud entre los limites de vigilancia superior e
inferior (LWS = 75.78 mg/L; LVI = 31.81 mgfL). Con respecto al monitoreo de tendencias
o patrones andmalos desarrellados por los datos, s& observa una tendencia v hay datos
fuera del ranga equivalente a 89% de confianza {p -20; p -20 ). Los parametros de
controi de calidad indican el bajo nivel de precisién con valores mayores al 30% ¥y una
mediana exactitud, por |0 gue s¢ aumentara el ndmere de ensayos hasta alcanzar los
estindares requeridos (Tabla 25 y Figura 36).

Tabla 26. Resumen Estadistico para Paratenyfarsus grimmif { Chironomidos)

Recuento g
Fromedio 53,8
Desviacion Estdndar 7.32803
Coeficiente de Variacidon|13,6209%

Minimo 43,0
Maximo 63.0
Rango 20,0

Curtosiz Estandarizada |0,480456

e ——— =TT s
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En |a Tabla 26. Se observa la sistematizacién de los valores de toxicidad promedio y

desviacién estdndar para cada uno de los ensayos realizados para  Pargtanytarsus
grimmii expuestos a Dicromato de Potasio.

__&a
‘E. P LSC =75,07
oS58 " CTR = 55,60
- = LIC = 2853
—148
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6 |
) 2,0 &0 a0 50

absenaciones

Fiqura 36. Carta de contrel para los LCsy- 48 b de Paratanytarsus grimmii .

Oncaorhynchas mykiss.
Para 0. mykiss, el valor de la Cley-48 h promedio para los (n = 5} bivensayas fue de

25.47 mg/L de K:Cr:Q7, con una desviacion estandar {ds} de 0,5869. Los valores minimo
',r_méximu fueron de 54.8 y 56.3 respectivamente. La precisién coreesponde a un CV =
1.058%. La exactitud en los resultados estd sefialada por la correcta amplitud entre los
limites de vigilancia superior e inferior (Lv5 = 57.332 ma/fL; VI = 53.61 ma/L). Con
respecto al meonitoree de tendencias o patrones anémalos desarrollados por los datos,
éstos no son observables distribuyéndose los datas en forma azarosa alrededor de la linea
de tendencia central y entre las lineas de vigilancia. Los parametros de control de calidad T

indican el alto nivel de precisidn y exactitud que puede y debe ser alcanzado en Iz
ejecucién del bioensayo (Tabla 26 y Figura 37).

Tabla 26. Resumn Est

[tprr-r T —

Recuentg 5
Praredia 55.47
Desviacidn Estandar 0.586541
Cosficiente de Yariacidn | 1.058120%

Minima 5.8
Maximo 56.3
Rango 1.5

Sesgn Estandarizado 0.506545
Curtosis Estandarzada |_-ih.289736

m
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Figura 37. Carta de control para los LCsy- 48 b de Qncorhynchus mykiss, Los intervalos
estin dados por p -3o; p -20 que representa al 89% vy p-30; p-30 que equivale al
99,7%.

- Resultados Bioensayos de Toxicidad con metales seleccionados.

A continuacién se muestran los resultados de la realizacidon de bicensayos de toxicidad en
las especies de relevancia ecoldégica del Santuario de la Naturaleza {considerando los
diferente niveles troficos en anilisis) ¥ en las especies estandarizadas utilizadas para
validar estos ensayos, determinando los efectos de los metales Al Cu, Fe, Mn v Zn en
astas especies.

En la siguiente Tabla se detallan los wvalores obtenidos a partir de los bioensayos
realizados para la LCs;.

Tabla 27. Tabla resumen resultadss bioensayos realizados.

sulfate aluminio
Acanthacyclops vermalis Local aluminig AlZ[S04)3 S6hrs D.691 mg/fL

sulfato aluminig
=M ocephalus sg. Lacaf aluminig AlZ(504)3 S6hrs 4.8 mgfL

sulfato aluminio

Chigrafia sp Lacal aluminio Al2(50433 GEhrs 0134 mg,L
[Skiztodiaptomus gulfatn aluminio
larabofices Local alurminio Al2{50433 48hrs Q.037 mgyL
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sulfata aluminio
Daphnia obluss Estandarizarla alurminis AlZ[30433 48hrs .13 engfL
sulfata alyminic
Naphtia ambigus Local aluminig AlZ{50433 43hrs a7 gL
sulfato aluminig
Kralaxias macnlatus Local aluminio Al2{504)3 aahrg 257 mafL
sulfate aluminig
LWE:fn'fafarfs =1o] Local aluminig AlZ{504]3 96k 3.2 mgfL
sulfate aliminig
Oncorivncius mykiss Estandarizada aluminio AlZ{504]13 48hrs 7.7 masL
sulfato aluminic
Pardtanytarsus orimmis Local aluminia AlZ(50413 O6hrs 13.6 mgfL
sulfato aluminio
Scenedesmus guadncauds Local aluminig Al2{50413 48hrs 9.7 mgfL
Celenasteum sulfato aluminio
CANNCOrRLTL T Estandarizada aluminic Al2(50413 48hrs 1.7 mg/L
sulfato alumirio
Fimosa sp Local aluminio AlZ{504)3 48hrs 3.15 mafL
. clerurs de
Wcanthocyciops vemnalis Lacal hierra higrre[FaCl:) 48hrg 32 mg/L
. clorure de
simacenhalus sp. Local hierre higrro[FaCl] 48hra &.3 mgfL
i clarirg de
Chicrels sp Local hierra hierro(FeCls) 36hrs 1.2 mg/L
S histodiaplamus . cloruro de
| fiabaticire Local hierra hiarra{FeCl) 43hrs 0.03 mafL
. . clarure de
Daghnia obtusa Estandarizada hierra higrro(FaCh) 4Bhrs 102 mg/L
) ] clorurg de
Daphnia ambious Lacal higrro hierrg{ Felly) 4Bhrs x7 mafL
i clarurg de
s iaxias maculztus Lozal higrro hierrot FeCl,) B&hrs {.56 mafL
. clorurg de
Ieridiataris sp Local hierro hierrofFecl) B5hrs 4.6 mafL
i . clorgrg de
Oncorhynchus mykiss Estandarzada higrg hiecra(FeCly) GEhrs 15 8 ma/L

e —————————— T
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. cloruro de
. " h 48h .
Pargtanylarsus grimmii Local hierro hierro{FeCl;) 8hrs 9.1 /L
cloruro de
Scetedesmus quadiicaudal Lo<al hierro hierrofFeCl;) Hehrs 6.3 mafL
el clorura de
elenasirum Ri FeC|
Estandarizada higrrg lerra(Fecl;) Q&hrs 1.4 ma/L
2 pricorulum
. clorurg de
simosa sp Local hizrro higero{FeCI3) 48hrs 3.1 L
Local hierro clarure de a8hrs | 0.025 mg/L
A canthocyclops varmafis cobre{CuCly) ' g
cloruro da
Simocephals sp. Lacal cobre cobre(CuCl) 4Bhrs 0.260 mafL
clorura de
Chiorelia sp Lecal cobre obre(Cucl) S6hrs 2.6 mg,fL
loTure de
Fopepodas plantofagos Local cobre e obre(CuCh) 43hrs D0.082 magyL
. clorurs da
Daphnia obtusa Estandarizada cobre cobre[Cucl) 48hrs 0.194 mg/L
clorure de
Daphnia ambigua Local cobre cobra(Cuch) 48hrs 0.003 mg/L
clorure de
Galaxias macuiatus Local cobre cobra{CaCls) 86hrs 0210 mg L
cloruro de
\Meridialzris sp Local cobre cobre{CuCl:) S6hrs 0.370 mgfL
. cloruro de
Nincorfyachus mykiss Estandarizada cobre obre(Cucl) 96hrs G.800 ma/L
cloruro de
i riranemidos Local wobra obre{CuCl) 48hrs 2.400 mafL
clorure da
Srenedesmus quadricauda bocal cobre kobre{CuCl;) 36hrs 2.800 mafL
S elenastrum . clorure de
s pricormutunT Estandarizada cobre cobre(Cuch) a6hrs 0,200 mafl
Clarura de
[Aranthocyelons vermalis Local manganesn manganeso 48hrs 0.5 maL
(MACl)
Clorurg de
Simacephalus sp. Local manganesn manganesa 48hrs 220 mgfL
{MnCly)
Clarurg de
Ciforelfa sp Local Manganesy IMEnganess Sahrs i4 rmgfL
(M)
Clorurs de
Daphnia ofttusa Estandarizada | manganeso Mz nganesg 4Bheg 0.8 mgfL
(MnCly)
. - Clarurc de
Daphniz ambigua Local manganess manganese 4Bhrs 3.30 s L
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fMnCl;)
Clorura da
Cralaxias maculatus Local mangangss manganeso S&hrg &£.18 mgfL
{MnCi;
Cloruro de
Merdialzrnis sp Local manganass mManganeso S&hre 5.0 mg/fL
(MnClz)
Cloryes de
CncerfyRoius mykiss Estandarizada | manganesa Manganess S6hrs 4.7 mafL
(MRCly)
Clorurg de
Faratanylarsds grimmi Logal manganeso mangangss 48hrs 127 6 mao/L
[(MNCly)
Clarure de
S cengdesmus gquadricauda Local manganeso mangangesn DGhrs a.4 mafL
{MnCla)
Clerura de
f;;?;irgﬁm Estandarizada | manganeso manganeso Q&hrs 1.2 mayL
{MnCl)
Clorurn de
Simosa gp Local manganeso MaARGANES0 48hrs 2.8 gL
fMRCL}
Meanthacyclops vernalis Lecal zine ':]ﬂr'g; gﬁ }ch 48hrs 0.032 mgfL
Simacephaius 5p. Local zinc :[:lznr[glr:; de zing 48hrs a3 mafL
Chiorelfa sp Local zing :{:Iznnrglr:; de zing B&hre 0.9 ma/L
Daphnia abtuse Estandarizada zinc Egglr:; de zinc 48hrs 0B mo/L
Naphnia ambigla Local Zife ??;E[S de zinc 43hrs 1.6 moyfL
Gafaxias macuighus Local zing {c?nrgrs de zinc S6hrs iz mgfL
IMeridialiaris sp Loezl zing E?nrgﬁﬂj de zine D&hrs Q.98 mgfL
Cncorbynchus mykics Estandarizada zing ?tzur:glrﬁ de zinc QEhre .13 mafL
Paratanytarsus grimmii Local 7 Elzn;g:‘; de zing 48hrs 118.1 ma/L
Scenedesmus quadricaads Lacal zinc ??;g:g de zinc Q&hrs 1.6 mafL
S elenastrum . . clorurc de zing
rapaicornuturm Estandarizada zinc (ZnCl;) SBhrs 7.0 mafL
= mos3 50 Local zing EE;E:E de zinc 48hrs 2,19 mg, L
—— ——— e —————  — — ————— ¥
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5i bien se realizd, la recoleccién, mantencién ¥ bioensayoes con Myriophylum sp, estos no
permitieron astimar los LOEC ¥y NOEC, debido a la baja actividad fotosintética de las
plantas capturadas v el tiempo considerado en este estudio. Los resultades preliminares
permiten establecer como LDEC para Al de Se estimd en general efectos significativos
fLOEC) sobre la actividad fotosintética en relacidn al control para Al 2 myg/fl; Fe de 2 ma/l;
Mn 3 mg/l vy Zn 5 mag/l. A continuacidén se detallan los valores promedic de LCsp de
especies nativas y estandacizadas para el Santuario de la Naturaleza.

A continuacidn se detallan los valores promedio de LCsy de especies locales v

estandarizadas para el Santuario de la Maturaleza.
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Tabla 28. Valores de LCs; promedios de especies nativas y estandarizadas para el
Santuario de la Naturaleza, Rig Cruces.

: Premedio Especies estandarizadas (EPA) | .59 | 17 0.114 0.713 .08

Plerdptara {EPA] 12
H Trichoptera [EPA) 8,15 200 :
Chironomidas [(EPA] 0,054 (0,22 97,12 0,063
Q. mykiss {UCT) 0,8 4,5 0.1
Sefenastrum capricormutum 1,7 0,2 1.4 1,2 7
Dapfid obiiss 9.4 12.2 10 294 072
Quirpnomide sp 247 |B4 9,1 136 122

it Merfdiaraliz sp 3 0.2e 4,3 0,5 63,7

i Acanthocycfops vernalis 0,066 | 0,036 Q0042 (0,0012 00039
Bapfig ambigua 5.5 3,3 0,9

4 Cilorelia =p 7.2 2.6 1,2 1.4 0,4

Y Galaxias macwlatus 7.4

En la tabla anterior se observa que al contrastar los valores de Le50 (mgfl) de la
literatura con los ensayos desarrollados, en especies estandarizadas se infiere que 2n su
mayaria estdn dentro de los rangos establecidos, ademds es posible observar que dentro
de los 3 grupos de especies estandarizadas evaluados, la especie Daphniz obtusa posee
una mayor tolerancia a la toxicidad (Le50 Al= 9,4 mg/fl, LgS0 Cu= 12,2 mg/l, Lc50 Fe= 10
mg/fl ¥ Le50 Mn=29,4 mag/l}.

A partir de los ensayos realizados con especies nativas, 5e obsarva que Daphnis ambigua
muestra mayor tolerancia a la toxicidad que [a especie de microalaa analizada {(Chiorelia
sp.}; similar a lo observado entre especies estandarizadas (Le5G Daphnia obtusa > LcS0
Selenastrum capricornutum),

En cuanto & [as especies de microalgas analizadas, se ha determinade que para los
metales Al, Cu y Mn la especie nativa {Chiorelfa sp.) muestra mayor tolerancia a fa
toxicidad que |a especie estandarizada en estudio (Selenastrum capricornutum ).

Al considerar ambas especies del género Daphnia, se observa que para Fe v Mo, la
especie nativa (. ambigua) muestra mayor sensibilidad que |1a especie estandarizada {O.
pbtusa).

Ademas se observa que para las especies 0. mykiss y D. obtusa la mavor toxicidad es
aportada por Zn y la mayor resistencia se da a la exposicidén de Mn. Sin embargo en el
rase de la microalga Sefenastrum capricornutum el menor valor de toxicidad estd dado
por Zinc.

mm
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Respecto a la comparacidon de los 4 grupes estudiados de especies nativas aquella que
presenia una mavor sensihilidad a la toxicidad de los metales evaluados carrespande a la
especie Acanthocyclops vernalis v la mayor tolerancia esta representada por la especie

Guironamido sp.

En el caso de Chorefla sp. la mayor toxicidad es registrada con Zinc situacion que se
repite con la especie Daphnia ambigua.

Se destaca que para metates como Zinge ¥ Manganeso, los Quirenomidos muestra mayor

resistencia en comparacidn con los restantes metales.

Respecto a la especie Acanthocyciops vernalis &l metal mas nocive corresponde a
Manganesc ¥ metal con menor efecto esta dado por Aluminio.

S ——— e A — i —
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4.3 CARACTERIZACION DEL RIESGO SOBRE LA BASE DE LA INFORMACION
OBTENIDA DE LOS BIDENSAYQS DE LAS ESPECIES LOCALES, ESTANDARIZADAS
Y LA DETERMINACION DE LOS FACTORES DE SEGURIDAD PARA LA PROTECCION
DE ESPECIES LOCALES.

= Informe Final Eveivacidn de riesgo ecofdgico para ef Santvaro de lz Naturaleza Carlas

- Anwandter como apoys 8 la glaborasién del anteprovecia de fas normas sechngadas de cabidad i

————

e

Ll

il

' gmblentef pare la protecoidn de a5 agwas de fa cuence del rio Valdivia.

La determinacion de vafores de proteccién ambiental y aplicacién de Evaluacidn de Riesgo
Ecoldgico se realizd de acuerdo a la metodologia propuesta por Medina & Encina (2004)
que incluye las siguientes etapas: a) Identificacién del peligro: etapa en la cual se
farmula &l problema y se identifican las caracteristicas de |z sustancia vy sus potenciales
efectos, ademas se identifican los componentes del ecosistema expuesto y aquello que se
debe proteger; b} Evaluacidn del Efecto donde se determina la concentracidn sin efecto
ecologico (PNEC}, para lo cual se utilizaron las bases de datos con valores de toxicidad
para especies estandarizadas; ¢} Evaluacion de la exposicidn, etapa en |a cual se mide o
estima la concentracion ambiental esperada (PEC), para la evaluacidn de la exposicion
(PEC) se utilizaron lps antecedentes recopilados de bases de datos disponibles; d)
Caracterizacion del riesgo, etapa en la cual se integran los tres pasos anteriorss v calcula
el riesgo implicado. De acuerdo al nivel de informacion se calcula [a prebabilidad de que
les efectos ocurran por la presencia actual o futura del contaminante. De esta forma, 1os
valores de proteccion y factores de sequridad se calcularon mediante dos metodologias,
una deterministica {la concentracidn mas baja en la cual hay efectos sobre las especies
mas sensibles) y otra probabilistica, incorporando todos los resultados de sensibilidad,
mediante una modificacidn de métode de van Strazlen y Genneman {1989) calculando la
relacién entre [a concentracion ambiental y el % de proteccién de especies de la
camunidad.

4.3.1 DETERMINACION DE CRITERIOS DE CALIDAD PARA LA PROTECCION DE
ESPECIES LOCALES,

Expasicidn,

La primera fase de la evaluacidén de riesgo incluye la caracterizacidn de la expeosicidn, o
sea de |as concentraciones a las cuales son expuestas las entidades ecoidgicas. En este
sentido, &s necesario establecer que las caracteristicas de presion de uso sobre la calidad
de aguas del rio Valdivia (UCT, 2009) son badsicamente agricolas, forestales ¥ an mengr
grado industriales, lo cual permite establecer que la calidad actual de sus aguas
corresponden 2 la calidad de fondo o  background natural. Es necesario establecer que

M
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parta de los registros de metalas corresponden a concentraciones totales con

una gran frecuencia de datos bajo el limite de deteccién Tabla 26, lo que indica una baja

sansibilidad en las técnicas analiticas utilizadas.

Tabla 29. Porcentaje de datas bajo el limite de deteccitn para la estimacion de

exposicién de percentiles de exposicién para metales Al, Cu, Fe, Mn y 2n.

AL mgfL 165 56.7 456
cou. | mgfL 233 69.3 567
| Fe mg/L 4 1.5 257
Fe. Dis mgfL 5 4.1 126

Mn_ ma/L 125 39.7 440
_Zn ma/L 68 21.8 282

De las estacionss en las cuales hay registros  de los metales considerados en este

estudio, son seis las estaciones que presentan caracteristicas comparables. En la Figura

38, ze muestra el perfil de medias de Conductividad de las estaciones en la Cuenca del

rio Cruces, en donde s2 puede observar que desde la estacidn 11 a Iz 17 estd claramente

influenciada por las mareas.

Figura 38. Perfil de medias de Conductividad de las estaciones Cuenca rio Cruces.

uhosfern}

Conductividad {mSfcm

Bl o] —
L a -
000 — —
2000 —
2000 |- N
1000 | -
L o ]
al- — I — == -
Edol E 02 Ed3 E4 EIS EDE Eii Ei5 E 1B E 7
Estaciones

En la Tabla 27, se muestran los percentiles calculados para las concentraciones de ios

metales en las estaciones 1 ala 6 en el rio Cruces.
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Tabla 30. Resumen de los percentiles para las conecentracion de  Al, Cu, Fa, Mn y Zn
Informe UCT {2009).

i EL Calo 1 Al mg/L (008 |o06 006 (D06 {006 |0.06 |006|000 |02 |03 |008 [0.08
. B2 Cruces ante

s torme Celea Al ma/L |0,26 |o,30 (030 |4,20 |038 |030 [034)|046 058 (070|030 |0.40
Eui'a":?m &N H mo/l |00 |oa0 (o020 |20 |030 |020 [0.40|059 (080 |00 |0a0 |050
E4 Caleo 2 2 mosL 0,06 |gp6 |006 |0,06 (006 |06 {006(006 017 [0.80 |006 (008
ES Cruces en

CahUinees l mafL 1,26 0,30 0,30 a,30 0,30 0,42 0,54 | 0G5 | 0,74 4,80 L4939 a,s0
ES Celem 3 #l mofl  |406 |006 |o08 |moe (008 (008 |ogos|pos|piz (048 |00s 006
BI Celoo L Cu mg/l |BoL |01 |04 |60 |oer |o01 |0.01]|001 000|085 |oor oo
E2 Cruses anke

b Cu ma/l (001 (001 (001 |001 oot |o01 |o0a|00z |00z |08z |01 |00
rEugalf:l'Dl.IEES &N all] I'I'!_DJL £a01 | o601 a,01 01 0,01 L0l a,4a1 | 0,a1 | 0,02 0,15 o.aL .01
B4 Celen 2 Zu mg.."L a1 001 0,01 ool a0 o0l Q,01 | 0aL | 0,01 .05 AL .01
ES Cruces en

o LruCEs Cu mofl o0 |oo1 |o01 |eot |opd |001 002|002 082 |003 |002 |0,02
ES Celoa 3 i mg.f'L D.aL G001 'i a,r Co1 a0l oL Q01 | 0ar | 0,01 005 0aL .01

El Lelool Fe gyl - - - - - - - - - - - -
o s Fe mo/l | 019 |20 (022 |03 [034 |04 [034|051)o7s |08z |03+ |Da2
3 cruces & Fe mo/l | 010|916 (026 |03t (036 039 [046|058|074 |1,20 |p42 |Dae
B4 Celon 2 Fe mgyfL - - - - - - - - - - - -

E3 Cruces en F L |ot4 |07

el e g/ ) 17 |09 0322 |o28 |o35 (042|057 o= |148 |o33 |Dao
ES {elog 3 Fe gL - - - - - - - - - - - -

EI Celoo L Fe, Dis migfL 004 (G008 Q0> (008 (007 |D1L (014017 |028 | 040 [0,13 (005

B2 Cluces anke .

hara koma Celce Fe. Dis migfL - - - - - - - - - _ _ _

E 3 cruces én -

iy Fe.Diz |mgfl |- - - . . . _ i - i i B

B4 Delen 2 Fe.Dis |me/L |005 [005 (008 |007 |08 |D09 (040|016 ]0,23 |46 |0408 |02
ES {ruces en .

Cahuineura Fe.Dis  [mg/L |- - - - - - - . - . _ _

BE Leico 3 © Pe.Qis  |mgl 005|005 Q07 (009 |01 |oaz (04409 o268 |53 |03 |00e
L e ————————————— ——
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El Celea 1 Mo ooo |o00 |o00 (o001 (mol |4901 [o402 002|003 C,02 | o0z
E2 Cruces anta

hocs tome oo Mn mafl  |Do1 |001 |02 (o002 |poz |oo0% |o02|o04 |on0s |0o8 |ooz | 002
iiﬂﬁ_‘;‘“‘“—*’ En Mn mofL |60l |00l |0.02 |00z |00 003 loos|ood |00s |02 |003 | 004
Ea Celoo 2 Mn ma/l | 0,003 | 00045000 Fo01 (001 001 (002|002 003 (004 |002 002
ES Cruses &n

iy Mn mosl ooy |eor [o02 |ogr |o0s |eo3 (003|008 007 |08 |003 | 003
Ef Celco 3 Mn mefl  |o003 | o004 (0o |01 |oor |oo1 (o602 00z | ooz |05 |oor | ooz

iy,

ElCelco L

&.00

001

0,01

zn Mg/l 0,0 .05

EZ Cruces anke

bots torme Cels zn mgsL 0,02 (003|003 (008 |005 |003 |003
Euiai?ms &n 7n marL o0t |0,01 | 001 jo02 [oo0s o0l | oo
E4 Colea 2 zn masL pag o0 | oo |ogz o085 | o008 601
£S5 Cruces en

Cahuin Zn L pal |opd|o02 oo |paz |00 | Dol
E5 Celog 3 Zn mi/L 0,004 | ;o1 | 0,00 Jaos |00 |00 |Dad
Los valores de LCsp estimados a partir de los ensayos de metales sobre las especies

locales yfo nativas fueron realizados con la fraceidn disuelta (bicdisponible) a partir de

la disclucidon de sus sales (sulfato aluminio Al;{S0.);, clorure de cobre{CuCla), cloruro de

fierre {FaClz), Clorure de manganeso {MnClz), clorure de zinc (ZnClz)). Para extrapolar

estos resultades a la fraccion total, se calcularon los factores de correccibn  (fraccién

disueltaffraccidn total) a partir de las series de muestreos realizados en el rio Cruces

por UACH (2008) en el estudio "Recopilacién ¥ andlisis de informacidn en apoyo para la

elaboracian del anteproyecto de la norma secundaria de calidad ambiental para la

proteccidn de las aguas de la cuenca del rio Valdivia® (Tabla 23).

pmpmprey

Tabla 31. Relacion Metales Disueltos v Metales Totales {porcentuall.

En gl caso particular del cobre, la relacion estimada estd afectada por un alte nimero de

mediciones bajo el limite de deteccion tanto para los metales disueltos como totales. En

base al andlisis efectuada por UCT {2009), se establecid gue para todas las estaciones de
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calidad de agua en estudic, existe una alta correiacién entre las concentraciones de
Aluminig y Fierre {Valor Coefictente de Pearson=0,979), por tanto las el factor propuesto
para transformar los valores e proteccion estimados a partir de los LCsy & concentracian
de metales totales se muestran en la Tabla 29.

Tabla 33. Resumen relacion Metales Disueltos y Metales Totales {porcentual}.

EFECTOS,

La estimacién de |a concentracion de no efecte (PNEC), se realizd utilizando los resultados
de los bicensayos de toxicidad aguda mostrados en la Tabla 24, para [0 cual se
calcularon las ecuaciones gue relacionaban los percentiles v LCoo. El nivel de proteccian
propuestc para ser utilizado en al anteproyecte de Norma Secundaria de Calidad
Ambiental para la proteccidon de la biota de las aguas del rio Valdivia, se realizd
estimando los concenfracicnes de no efecte (PNECY considerande su variabilidad
mediante estimacidn de los percentiles v utilizando un factor de evaluacion de 50 y 100
{OECD, 1992; SETAC, 2010}, de tal forma que el valor recomendado corresponde al valor
de la PNEC que protege el 70% de las poblaciones expuestas. Los valores fueron
ajustades de acuerdo a la Tabla 28. Los resultados para cada uno de los metales
considerados se muestran en las Tablas siguientes:

—_——————
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Tabla 33. Concentraciones de No Efecto (PNEC} y porcentajes (%) de especies
protegidas para Aluminio. Se considera un Factor de seguridad de 50 y de 100 de acuerdg
a lo recomendacidn de QOECD.

Tabla 34. Concentraciones de No Efecto {PNEC) y porcentajes (%) de especies
protegidas para Cobre. Se considera un Factor de seguridad de 50 v de 104 de acuerda a
lo recomendacion de OECD.
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Tabla 35. Concentraciones de No Efecto (PNEC) y porcentajes (%) de ecspecies
protegidas para Fierro. Se considera un Factor de sequridad de 50 v de 100 de acuerdo a
o recomendacion de QECD.

Tabla 36. Concentraciones de No Efecto (PNEC) y porcentajes (%) de especies
protegidas para Manganesc. Se considera un Factor de seguridad de 50 y de 100 de
acuerdo a lo recomendacion de QECD,

— —— B e ——————
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Tabla 37. Concentraciones de No Efects (PNEC) v porcentajes (%) de especies

T

protegidas para Zing. Se considera un Factor de seguridad de S0 v de 100 de acuerdo a lo

recomendacidon de OECD

{1} DRGANIZATION FOR ECONOMIC CDDPERATIDN AND DE‘U’ELOF’MENT {1992)
Repart of the OECD Warkshop on the extrapolation of laboratery aquatic
toxicology data to the real environment. OECD Monagraph 59, Paris, France.

Estos valores son coherenies con los propuastos en otras normativas (Tabla 353
g proteccidn acudtica (National

Tabla 38. Criterios de calidad de Aguas pars
Recommended Waler QLIElillt‘yr Criteria EPA-8323-R-02-047, 2002},

000149

0.00045 t.0oD29

n.0a1%
00031 0.032 , 1.37
G.02E 0.8
a,12 0.0123

&.O0E
*(CMC} CrItEFIEI Maxlmum Concentration and CCC Criterion Contmuaus Concentration

0247

Lo wvalores estimados para Cu, Fe, Mn con bioensayes nativos presentan similares niveles

de proteccion que los propuestos la UCT (2009) {Tabla 38)

— e —

Manuel Montt 056 — Casilla 15-0 - Termuco.- 056-45-205432-Fax: 205430 Temuce - Chile Pagina 133 de 144




009504 UTA

3 '“ Informe Final gvaluacidn de riesgo ecoldgice pare ef Santuario de la Matursieza Carlos
- Anwandter como apeyo & fa elabgracidn def amteprovecto de las nprmas secundarias de calided --Fl-i-
s amblentsl para la proteccién de fas aguas de @ cuenca def rio Valdivia. whl

o

Tabla 39. Valores propuestos por UCT {(2009) considerando especies estandarizadas y
un Factor de seguridad de 100,

En resumen en |a Tabla 37, se muestra los valores propuestos para ser aplicados en |a
norma del Santuario del Rio Cruces basadoe an una aproximacion de validacion de riesga
probabitistica considerando [a variabilidad en |a sensibilidad de especies nativas.

Tabla 40. Resumen de los limites propuestos para norma del Santuario del Rio Cruces
basada en un enfoque de evaluacién de nesgo probabnsstmn —_—

El fundamento tedrico de la aplicacidon de un andlisis probabilistico para la estimacién de
valores de proteccion, se basa en que una comunidad bioldgica natural cualguiera, los
valores de un cierte "end point” toxiceldgico (LC50, NOEC, etc.} parz las diversas
especies, son independientes antre ellas y representan una estimacién de |a sensibilidad.
Can varias de estas estimaciones es posible evaluar la variabilidad de la sensibilidad de
todas las especies de la comunidad, [a que también presenta una distribucién simétrica.
De este modo, |a sensibilidad de |as diferentes especies frente a la exposicién 2 un téxico
(variabilidad interespecifica) esta distribuida de forma andloga a la sensibilidad de los
diversos individucs de una misma especia (variabilidad interespecifica).

%
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V. CONCLUSIONES.

» Se realizaron ensayos ecotoxicoldgicos agudos con cinco metales (Al, Cu Fe, Mn y Zn}
utilizando 11 especies del rio Cruces: Chiorefla sp. Scenedesmus quadricauda, Daphnia
ambigua, Simecephalus sp., Acanthocyclops vernalis, Simosa sp, Skistodiaptomus
diabolicus, Meridialaris sp., Paratanytarsus grimmii, Galaxias maculfates, Oncorfynchus
mykiss y Myriophyltum sp.

« Se realizarpn ensayos ecotoxicoldgico agudos con cincg metales {Al, Cu Fe, Mn v Zn)
utilizando tres especies estandarizadas: Sefenastrum capricarnutumm, Daphnia obtusa,
Oncorfivnchus mykiss

= De las 9 de |las especies locales fueron colectadas, asiladas y cultivadas en laboratorio:
Chlorella sp., Scenedesmus quadricauda, Daphnia ambigua, Simocephalus sp.,
Acanthocyclops vernalis, Simosz s5p, Skistodiaptomus diabolicus vy Parstanytarsus

grirmmii

s Sg establecid un protocolo de cultivo capture ¥ cultive estandarizade del Chironomido
FParatanyfarsus grinmmif

« los resultados de los LGy para los metales en su estado disuelio mostraron la

siguiente distribucién probabilistica:
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Los resultados preliminares permiten establecer come LOEC en generzl efectos
significativos (LOEC) sobre la actividad fotosintética (Myriophylfum sp.) en relacion al
control para Al 2 mg/fl; Fe de 2 mafl; Mn Smg/l v 2Zn 5 ma/fl.

Las especies locales presentaron en promedio una mayor resistencia que las especies
estandarizadas, considerando las bases de datos internacionales.

Dado que la Norma Secundaria (NSCA) regulara metzles totales, se estimaron los
factores de conversion de metzles disueltos 3 totales en funcidn de los estudios
dispanibles en el rie cruces v son |os siguientes: 0.12 para Al;0.12 para Cu; 0.159 para
Fe; 0.07 para Mn v 0.35 para Zn.

Fara estimar los valores de walorezs de No efscto (PNECY vy de acuerde a las
recomendaciones de la OECD se consideraron valores de seguridad de 50 y 100.

Los valores estimados de PNEC para factores de seguridad de S0 y 100 gue protegen
sobre el 70% de las especies expuestas fusron los siguientes:

0.056 | 0.026
U.65 |0.32 134|067 | U092 | 0.0O4E
075 (038|142 | 71| D092 | 095
D.83 042 |1.76 |0.BB | 0.125 | 0.06
103|054 |2.67(1.24 | 0.24 | 0,12

1.27 |0.6316.25|3.13]| D4 0.2
1.05 | 0.89 |36.3|1B.1] 6.754 | 3.38

El analisis probabilistico para la estimacidn de valores de proteccion, se basa en que
una comunidad biglégica natural cualguiera, los valores de un cierte “end point"
toxicoldgico (LE50, NOEC, etc.) para las diversas especies, son independientes entre

ellas vy representan una estimacidn de la sensibilidad del ecosistema.

e e 5
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¥VI. RECOMENDACIONES.

La implementacién de la evaluacién de riesgo ecolégico es un imperative para cumplic con
algunos acuerdos intarmacionales suscrito por Chile, que establecen la obligatoriedad de
evaluar el riesgo frente a determinados xencbidticos {e.g. Convenig de Estocolmo). Por
otro lado esta metodelegia ha sido establecida como obligatoria en la Comunidad Europea
¥ EEUU en la autorizacidn de nuevos preductos, en el procese de evaluacion de impactos
ambientales, control de efluentes v elaboracién de normas de calidad ambiental. En 2l
casn normativo, esta metodologia permite [a determinacidn de los valores aceptables
para la biota de las normas secundarias, particularmente sensibles hoy al determinar los
parametros significativos del estudio de nerma de 1as cuencas prioritarias, entre ellas la
del rio Cruces. No obstante el desarrollo a nivel mundial de metodologias estandarizadas
de evaluacidn de riesgo, &n Chile su aplicacién €5 incipiente ya que depende de
madificaciones legales y la preparacién de cuadros técnicos, pero fundamentalmenta dal

desatrello de un marce cientifico que permita;

a) Desarrollar y mantener los cultivos de especies nativas ya establecidos an diferentes
partes del pais.

b} Realizacidn de ensayos con una alta confiabilidad, la sensibilidad y variabilidad de |a
respuesta de especies con relevancia ecoldgica frente a determinados xenobidticos,
para lo cual es necesaric realizar un mayor ndimerg de ensayos para los diferentes
sistemas 1oticos ¥ 1€nticos del pais, realizar ensayces agudos ¥ crénicos que permitan
aumentar |la confiabilidad de los resultados disminuyendo los factores de seguridad
utilizados.

c) Establecer una hase de datos de valores de LC50 ¥ NOEC,

d) Financiamiento ¥ desarrollo de una base ecoldgica para interpretar los efectos
obhservados y su relacion con los impactos adversos a niveles de organizacion superior
an los sistemas ecologicos de interas,

2) En el plan de vigilancia, es necesaric medir adicionalmente las concentraciones de
metales disueltos, ya que estos estdn biodisponibles e interaccionan con las entidades
bioldgicas.
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1,
e

f} Por medioc de este estudio 52 aislaron especies locales ¥ se implementaron cultivos
de: Selgnastrum capricornutum, Chiorella 5p., Scenedesmus quadricauda, Daphnia
obtusa, Daphnia ambigua, Simocephalus sp., Simosa sp, Acanthocyclops vernalis v
Skistodiaptomus diaboficys, Lo anterior &5 un gran avance puesto que a nivel
natienal no se cuenta con cultives de especies locales, la mantencion de este
material genédtico y ecotoxicolégico y relevante experiencia adquirida permitira el
desarrollo de nueves estudios v otras normas que contemplen de igual forma las
caracteristicas y respuestas de especies locales, permitiendo |a proteccidn de estos
ecgsistemas en su conjunta. Por tanto, este proyecta configura el primer avance
para el desarrocllo a futuro de normativas nacicnales gue contemplen las
caracteristicas propias de los ecosistemas v especies locales, conduciendo a la
protecciin  efectiva de log sistemas acudticos, fin (ltimo de las Normas
Secundarias de Calidad de Aquas.

e e e
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VIII. ANEXOS,

Anexo 1. Base de Datos Recopilacidn de Informacion de Toxicidad.

Informacion disponible en CD adjunto en archive BASE DE DATOS TOXCICIDAD Santuario
de |la Naturaleza. xls.
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ANT.: Ord. N° 0456 del 31 de agosto de c/
2010, de la SEREMI del Medio Ambiente,
region de Los Rios.

MAT.: Envia minute del DCPRH N°® 239
que evalda factibilidad de utilizar datos de
estacién E3 Celulosa Arauco y Constitucion
en elaboracion NSCA cuenca rio Valdivia.

Santiago, 26 de enero de 2011.

DE: 5RA. MESENIA ATENAS V.
JEFA DPFTO. DE CONSERVACION
DIRECCION GENERAL DE AGUAS

A: ANDRES IRDUME ARRAU
SEREMI DEL MEDIO AMBIENTE
REGION DE LOS Rios

Por medie de la presente, se hace envio de Minuta N® 239 elaborada por &l
Departamento de Conservacidon y Proteccidn de Recursos Hidrices de la
Direccidn General de Aguas, qgue responde a solicitud realizada por la
Secretaria Regional Ministerial del Medic Ambiente, regidn de Los Rios a traves
de Ord. N® 0456 del 31 de agosto de 2010, en relacion a evaluar la factibilidad
de incluir dentro de los antecedentes técnicos del proceso de elaboracion de las
Normas Secundarias de Calidad Ambiental para la Proteccidn de las aguas de la
cuencas del ric Valdivia, la estacién de monitoree E3 de la base de datos del
Programa de Monitoreo Ambiental de Celulosa Arauco y Constitucion.

Saluda atentamente a usted,

MAYSMI

DISTRIBUCION:

- Destinatario.

- Depta. Conservacion

- Depto. de Asuntas Hidricos, Drivision de politicas y regulaciones. Subsecretaria de Medio Ambiente.
- Archivo
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QU254

MINISTERIO DE OBRAS PUBLICAS

DIRECCION GENERAL DE AGUAS

DEPTQ. CONSERVACION ¥ PROTECGHIN DE RECURSOS HIDRICGS
PROGESO N* 4495787

MINUTA DCFRH N°® __23% !

SANTIAGO,

MAT.: Evaluacion de factibilidad de uso de base de
datos (Estacion 3) del pregrama de monitoreo
ambiental de Ja Celulosa Arauco vy
Constitucion en el procese de elaboracién de
las NSCA de la cuenca del ric Valdivia

2. ANTRODUCEION oot eeereseeevasenee st s smeamce s s s semmees s emssmame e s s ensmee s amssmeme e me s assmmee s eneememmmnnnn
3. DESCRIPCION DE LA CUENCA DEL RIO VALDIVEA ... eeaeesenerssesssns B
4. CRITERIOS PARA LA EVALUACION DE LOS DATOS cooveeceeireee s etesessveneessssssemmssssssseemeans B

4.1 LT L E I L R
4.2 COMPARACION DE DATOS ESTAOON DE CELCD WALDIVIA CON ESTAQON DE CALIDAD DE AGLAS DE LA THRECCISN

GENERAL DE AGLIRS fDNGA ). o iiirarerrirrairarer e e en e em e e e e en e e a6 e e e e s
4.3 VERMCAOON DE TRAZAB/UDAD DE LOS DATOS ENTREGADOS POR EULA . el
4.4 VERIFICACION DE LOS DATOS DHGTALES ENTREGADES POR CELOD VALDIVIA.. . eacensms et st oe ot oe e oeceeee e e e ee e

4.5 B S M PIH L DOE T T 0 . oo oo ie i mirerryrarasanesresas eses am re ve am s o oa Fo b o en 1ot mn s nn e nm e we oo ne wes o e w1 OB

5. CONCLUSION ..oooeeeeereeiiitennn ST, |-

Aw. Miguel Clarg 721, Previdencia, Santiagy =Fono: 475 1909, Fax: 413 54 96 eE-mail: uno@aguaselusion.cl



0062512

1. Objetive

Evaluar {a factibilidad, de que los datos obtenidos por Celco Valdivia en el imonitoreo de la
estacion 3 {E3), realizade por el cgentro EULA-Chile, puedan ser incluidos como
antecedentes téenicos al proceso de elaboracion de las NSCA de las cuenga del rio
Valdivia, segun lo solicitade formalmente a la Direccidn General de Aguas en el oficio N°
04556 del 31/08/2010.

2. Introduccidén

Celulosa Arauco y Constitucion 5.A planta Valdivia, es una instalacion industrial para la
fabricacién de celulosa kraft blangueada de pino radiata o eucalipto, ubicada en la
comuna de Mariquina XIV Region de Los Rios. Segin el programa de monitoreo
ambiental establecido en la Resclucidn de Calfficacién Ambiental (RCA N°279/98,
posteriommente modificada), la empresa. debe monitorear la calidad de! agua del rio
Cruces {estaciones E1 y E2), como también el hurnedal {estacién E3),

Segln la Resoclucidon de Calificacion Ambiental, Celulosa Arauco planta Valdivia debera
cumplic durante su etapa de operacidon con un programa de monitoreo en las estaciones
antes mencionadas, el cual abarca diferentes componentes ambiemtales como
meteorologia, hidrologia, calidad del agua rio Cruces y ¢ humedal, calidad del efluente,
aguas lluvias, calidad de agua sector depdsito de residuos sdlidos, calidad del aire,
sedimentos, .comunidades biclogicas y suelos {tabla N°9.2 RCA 279/98"), como asi
tambien considera diversas variables g analizar {parametres fisico-quimicos) junto con la
frecuencia establacida (tabla N°9.3 RCA 275/98").

A continuacion en la tabla N°1 se muestra el componente ambiental denominade por
Celoco Valdivia como “calidad de agua del rioc Cruces y humedal®, junto con las
caracteristicas especificas del monitoreo para la etapa de operacion {RCA 279/98 tabla
N°g.2). '

! Resolucitn exenta N*279/98 Comision Regicnal del Medio Ambients, Décima Regidn de Los Lagos
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ESTACIOMNES ESPECIFICACIONES
COMPONENTE VARIAELE MONITORED FRECUENCIA TECNICAS
AMBIENTAL AMBIENTAL
- Aguas abajo Loncoche
- Aguas abajo Lanco
- Aguas arriba de |2
Variables bocatoma.
definidas en - 500 m, Aguas abaja del | Trimestral.
lista A puente Rucaco Muestreos,

. Manitorso - Al Ingreso al Hurmedal, tratarments de
Calidad  de | opia N°3) : muestras y andlisis,
Agua del Rio ! segdn Standard

_ ¢ Methods for the
Cruces Y | varisbles - Aguas abajo Loncoche | Examination of
Humedal definidas en - Aguas abajo Lanco | Water and
lista B - Aguas amiba de la | VWastewater
Monitoreo bocatoma, _ Mensuzl, :
(Tabla N°3) - 500 m. Aguas abajo del :
puente Rucaco :
- Al Ingreso al Humedal, |

A continuacidn en la tabla N°2 se muesiran los parametros a analizar en aguas, para la
estacién E2 Celco Valdivia (RCA 27995 tabla N"9.3). El andlisis de las muestras y
muestreo, s realizado por & centre EULA-Chile de 1a Universidad de Concepcion

MONITOREO MGCNITORED
VARIABLE TRIMESTRAL MENSUAL
Lista A Lista B

Temperatura X X
Penetracion de la luz % X
Color X X
Turbidez X

pH X X
Conductividad especifica X X
Sodio X

Oxigenco disuelta X X
Oxigeno disuslto saturade X .
Demanda bioquimica de oxigeno X X
Demanda quimica de oxigeno X x
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Cloruros

Clore libre residual
Cloratos

Sulfatos

Fésfora soluble

Fosforo total

Mitratos

Mitritos

Amoniaco

Nitrégenc organico
Nitrégenc tatal

Solidos filtrables org. E ingrg.
Sdlidos suspendidos
Solidos sedimentables
Solidos disuelios totales
Aluminio

Arsénico

Bario

Berilio

Boro

Cadmio

obalto

{obre

Cromo total

Fierro

Fldor

Litic

Manganeso

Mercurio

Molibdeno

Nigquel

Plomo

Selenio

Vanadio

Zinc

Cianuro

Comp. Org. Hal. Ads. (AQR)
Acidos Resinicos
Acidos Grasos
Clorofencles
Pentaclorofenoles
Pesticidas organoclorados
totales

Festicidas totales
Coliformes fecales ¥

»
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3. Descripcion de la cuenca del Rio Valdivia

La cuenca de! rie Valdivia forma parte de la X region de Los Lagos, caracterizada
fundarmeantalmente por contensar 2n su curso alto una cadena de grandes lagos en sefie,
come lo son €l lage Rifiihue, lage Pirehueico, fago Lacar, lago Panguipulli, evacuando
todos estos cuerpos lacustres en el ric San Pedro, con una extension total de la cuenca
de 10.275 km®. Dos rios forman el rio Valdivia que son el rio Calle Calle y el rio Cruces, el
rio Calle Calle se origina de la junta de los rios San Pedro y Quinchilca, desembocando
en la bhahia de corral, mientras que el ric Cruces nace con ef nombre de San Jose
Copihuelpi, de la unidn de vanos esteros recibiendo dos aporfes importantes de los rios
Nanihue y Pichoy, antes de juntarse con el Calle Calle en Valdivia.

El clima en la cuenca del rio Valdivia presenta dos tipos, uno es ef templado célido
lluvioso con influencia mediterranea, caracterizado por presentar precipitacionas a |o [argo
de tado &l ano ¥ que en los meses mas frios presenta temperaturas de -2 °C y en los mas
célidos temperaturas de 18°C. El otro clima, es el templado frio lluviese con influsncia
mediterranea, caracterizado por las bajas temperaturas todo el afie y al aumento de tas
precipitaciones con la altura (3000 mm anuales, sobre los 1200 m.s.n.m.).

Las principales actividades en la cuenca corresponden a silvoagropacuanas, agricolas v
ganaderas, ademas de las empresas forestales e industrias de |a madera. En |z ciudad de
Valdivia, la economia esia basada en actividades industriales, universitarias, eventos
artesanales, de artilletos, gastronomia y furismo,

Los usos de sueld en sy mayeria, estan compuestos por bosque native y bosque mixto
con un 45% de la superficie total, o siguen 1as praderas coh un 28%, las plantaciones

forestales con un 12,8% vy finalmente un 11,8% para matormales, cuerpos de agua, etc.
A continuacién en la Figura N°1, ze muestra la cuenca del rio Valdivia con |os cauces

principales, limites cuenca y subcuanca, estacionas de monitoreos de calidad de agua
{DGA), entre ofras caracteristicas.(ArcView GIS 2.2)
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4. Criterios para la evaluacidn de los datos

Para realizar un completo andlisis de la informacién disponible, se solicitaron
antecedentes complementarios al Ministerio de Medio Ambiente y a la Empresa Celco
Valdivia, para el caso de los datos de los Informes de resuliados criginales que recibe la
empresa de parte del Laboratorio EULA

En cuanto a los criterios utilizados para la evaluacion de los datos, estan enfocades
principalments en la frazabilidad vy calidad de estos, abarcando desde |a toma de muestra
hasta el informe final elaborado ¥ entregado por Celco Valdivia para |a estacion 3. A
continuacion se sefialan los criterios utilizados para la evaluacion de los datos:
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- Revision inicial de datos.

- Comparacidon de datos E3 Celco Valdivia, con estacién de calidad de aguas rio
Cruces en Rucao de la Direccidn General de Aguas (DGA).

- Verificacién de trazabilidad de los datos entregados por EULA,

- Verificacién de datos digitales entregados Celco Valdivia.

- Revision final de datos.
4.1 Revision inicial de datos

Se realizd una revision preliminar de cardcier general de los datos disponibles de la
estacién E3 de Celco Valdivia, que comesponden al penodo de Junio de 19585 a
Septiembre dal 2009, , verificando la uniformidad, orden, formato, informacién entregada v
la clandad de los mismos. También se identificarcn los parametros con infoermacien junto

con [0s valores entregados para cada unc de estos.

A continuacidn en la Tabla N°3, se muestran los parametros revisados y medidos para la
estacion 3.

Parametros medidos Estacion 3
1 | Temperatura {°C) 30 | N(NHY) (mgil)
2 |pH 31 | N Org (mg/L)
3 | Conductividad {umhesicm) 32 |N Tat (mgh)
4 | Gxigeno Disuelio {mgfl) 33 | Fésforo Soluble (pgfl)
5 | Oxigeno Disuelic Saturado (%) |34 | P Tot {mg/l)
6 | Turbiedad (NTU) 35 |D.0.0. (mg/L)
7| Clore libre residual {mgflL) 3£ | DEQs (mgiL)
8 | Sulfato (30, (mg/L) 37 | Coliformes Fecales (NMPAOO ml)
8 | Sadio (Namgi) 38 | Coliformes Totakes {(NMP/10D mi)
10) | Flucrura {Fj{mg/L} 39 | Cloruro {mgflLy
11 | Cianura (CM{rma/L) 40 | Cloratos {mgsL)
12 | Aluminio (Al (mafL} 41 | Solidos Suspendidos Orgénicas {ma/L)
13 | Arsénico {As) {mg/fL) 42 | Solidos Suspendidos inorgdnices (mg/L)
14 | Bara (B) (mg/L) 42 | Sohidos Suspendidos {mgrL)
15 | Cadmio (Cd) (pr/L} 44 | Selidos totakes disuelios {masl)
16 | Cobalte (Co) {marL) 45 | Salidos Sedimentakiles (mlfL * hr
17 | Cromo (G {parL) 48 | Sdlidas Disueltos Organicos {mg/L)
18 | Cobre {Cu) {pa/l} 47 | Sdlidos Disueltes Inorganicos (mgfl)
19 | Fierra (F&) (mg/L} 43 | Penetracion de la Luz (M)
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20 | Mercurio {Hg} (ma/L) 49 [ Golor {PtCo)

21 | Litio (L) {ma/L} 30 | Preductividad Primana (mgC/m3/h)
22 | Manganeso (Mn) (mg/L) $1 | Bario {mgil)

23 | Molibdeno {Mo) (mg/L) 52 | Berilic mgiL)

24 | Niguel (Ni} fmgf) 53 |Vanadio (mg/L)

25 | Pleme (Ph} {mgfL) 54 | Comp. Organ. Hal. Ads. (ADX) {ug/L)
26 | Selenio (Se) (mgil) 55 | Acidos Resinicos {ug/L)

27 | Zinc (Zn) {mg/L) 56 | Acidos Grasos (pg/L)

28 | N(NOw) {mg/L) 57 | Clorofenoles {ng/L)

23 | N(NO») (mg/L) 58 | Pentaclorofencles (pg/L)

Efectuada la revisién preliminar de los datos se realizan a continuacion las siguientes
recomendaciones para una mejor claridad en la informacién ¥ mejor entendimiento de Iz
hase de dates entregada en el archivo Excel por Celco Valdivia;

- Eliminar la columna afio, y modificar el formafo de ia celda en la columna que
contiene ta facha del monitoreo {dd-mm-yvyy).

- Anadir una columna con la hora del muestreo y &l fipo de muestra {si fuese
necesario).

- Indicar toda la informacion referente a la estacidn 3, nombre, cadigo si lo tuviera,
coordenadas, tipo de muestra, etc.

- Ingluir un glosaric con las siglas o simbolos no numericos utilizados en la planilla

- Incluir las metodologias utilizadas para los andlisis v sus limites de deteccién
{como informacion adicional).

4.2 Comparacidn de datos estacion de Celco Valdivia con estacion de calidad de
aguas de la Direccidon General de Aguas (DGA).

El andlisis se basé an una ¢comparacién de los resultados obtenidos por el laboraterio de
la DGA para la estacion rio Cruces en Rucaco (codigo BNA 10134001-5), versus los
resultados obtenidos por Celco a través del laboratorio de quimica ambiental del Centro
EULA-Chile para la estacidn E3. A continuacion en la tabla N°4 se muestra las
coordenadas UTM para la estacién E3 de Celco Valdivia, ubicada en el rio ¢cruces sector

5San Luis de Alba, junto con las cocrdenadas de la estacién de calidad de la Diraccion
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General de Aguas (DGA) en el rio Cruces en Rucaco, que se utilizard como punto de
comparacidn de dates por constituir la estacién mas cercana.

UTM Norte | UTM Este
Estacion E3 - Celulosa Arauco planta Valdivia 5514447 65386822

DGA - Estacion Rio Cruces en Rucaco 5820006 5280443
Daturn WESE4

Si bien ambas estaciches no fienen el misme emplazamiento, se encuentran muy
cercanas entre si. De igual forma no existen descargas, extracciones de agua o afluentes
en el tramo de rio que las separa, que pudieran generar una aklteracion en los dates de
calidad del agua. Lo antenior, establece un punto de comparacién adecuada entre los
parametros, tendencias y sus resultados obtenidos, para lo cual s comparan en funcidn

de los siguientes items.

421 Venficar que los parametros medidos en ambas estaciones coincidan entre si, en
las mediciones realizadas desde el afio 1995 hasta el 2008. Penodo que contienan [os
resultados obtenidos por &l centro EULA (Moniterec Celco Valdivia) para la estacién 3.

A continuacion en 1a Tabhla N*5, se muestran los parametros en coman analizados per el
laboratorioc EULA y por el laboratorio de la DGA, junto con los afos a comparar y la
frecuencia en la toma de muestra. '

Promedio frecuencia anual
Parémetros Unidag | | g0 deancs DGA TEULA
Temperatura v 1986-2009 4 Veces 12 Veces
pH 1595-2009 4 Vecss 12 Vaces
Conductividad fumhesierm) 1995-2009 4 Veces 12 Veces
Ozigeno Disugito {mgiL) 1996-2008 4 Yeces 12 Vetes
Sulfato (504-2} {mg/L) 2003-2009 4 Veces 12 Veces
Sodio (Na') (rgiL) 2003-2009 4 Veces 12 Vecss
Alurmninio (Al) {mg/L) 2002-2009 4 Veces 12 Veces
Arsenico {As) {mg/L} 1985-2009 4 Veces 12 Veces
Boro {mg/L) 2003-2009 4 Veces 12 Veces
Cadmio (Cd} {mg/L) 1995-2008 .4 Veces 12 Veces
Cobalto (Co) {ma/L] 19852004 4 Veces 12 Veges
Cobre (Cu) | tmglny 1995-2009 4 Veces 12 Veces
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Fiermo (Fe) {mgfL) 2002-2009 4 Vecas 12 Veces
Wercurio (Hg) {mgfL) 15995-2008 4 Veces 12 Veces
Manganaso {Mn) {mg/L) 2002-2008 4 Veces 12 Veges
Maolibdeno {(Mo) {mgiL) 2002-2008 4 Veoes 12 Veces
Niquel (Ni) {mgiL) 1995-2008 4 \eces 12 Veces
Plome (Pb) {mg/L} 1985-2009 4 Veces 12 Veces
Selenio (Se) {mg/L) 1985-2009 4 Vecas 12 Veoes
Zinc {(Zn) (mgyL) 1885-20098 4 Veoes 12 Veces
N{NO;") (mgiL) 1996-2008 4 Veces 12 Veces
Fasforo total {mag/l) 2002-2009 4 Yeces 12 Veces
Clorure {mgfL} 2003-2009- 4 Veces 12 Veces

La frecuencia de 12 veces utlizada par Celeo Valdivia, comenzd a partir del afic 2004 hasta el ano 2009,
anterior 2 eso era de 2 @ 4 ve0es por afio

4.2.2 Verficar las matodologias de andlisis entre los parametros. Para poder comparar
los resuitados obtenidos, estos necesariaments deben ser analizados baje la misma
metadologia.

A continuacién en la Tabla N°6, se muestran las metodologias utilizadas por el laboratorio
acreditado del Centro EULA y las ufilizadas por el laboratorio de la DGA, para cada
parametro sefalade anteriormente (Tabla N°5). '

Metodologias wtilizadas
Parametros Unidad Labormatoric DGA Centro EULA
- . 2250 B Standard Methods 21th
Temperatura C 4IEDD H+B Electrometic method Edit Termometria A
. 4500 H E Standard Methods 21th
pH 4300 H+E Electrometic method _ . Edit. Potenciometria A
.. . 2510 B Standard Methods 21th
Conductividad (umhosicm) 2510 B Electrometria Edit. El metria A
Oxigeno (ma/L) 4500 O-5 Membrane Electrode Method | 4500 O Standard Methods 21th A
Disuelto (0.D) 4 Edit. Volurnetria Winkler
Sulfato (S04%) (ML) Turbidimetria Merck Code 19548 (Nova) 80+ pya
- Espectroscopia de absorcidn atdmica 3111 B Standard Methods 21th
Sadio (Na') (mg/L) Edit. EAA-Llama A
L . o .. 3111 D Standard Methods 21th
Alurninio Al {mgiL) Espectroscopia de absorcion atomica Edit EAA-Llama A
A Eszpectroscopia de absorcidn atomica - 3114 B Standard Methogs 21th
Ie6 {As) {mgil) Generacion de Hidruros Edit. EAA-Generacidn de Hidruros A
. . 4500-8 Standard Methods 21th
Bara (B} {mg/L) Metodo del Azometino-H Edit. EAM At
Cadmio (Gd) {mgil) Espectroscopia de absorcion aiémica 1118 EdS}?tndEaﬂrdE Tl:m:ds 2ith A
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Cobata (Ca) {rmgiL) Especiroscopia de absorcign atomica NCh 2313/25 I{ES-RMS Dervade a | A
Espectrosconia de absarcian atémica 3111 B Standard Methods 21th

Cobre (Cu} {mgri] P P Edit. EAA-Llama A

Fiemo (Fe) (mgrL) he a Edit. EAA-Liama A
. Espectroscopia de absorcion atémica - 3112 B Standard Methods 21th

Mercuria (Hg) (mgl) Vapor frio Edit. EAA-Vapor frio A
Espectrosconia de absorcion atémica 3111 B Standard Methads 21th

Manganeso (Mn) |  (ma/ we P Edit. EAA-Llama A
. Es ectrosc ia de ghsorcken atémica 3111 D Standard Methods 21th

Moiibdena {Mo) |  {mg/L) P op Edit. EAA-Llama A
) - Espectroscopia de absorcian atomica 3111 B Standard Methods 21th

Niguel (N {mg/L) P P Ediit, EAA-Llama A
Ezpeciroscopia de absorcion atomica 3111 B Standard Mathods 21th

Flome (P} {mg/L} P R Edit. EAhA-Llama A
Espact ia de absorcion atémica - 3114 £ Standard Methods 21th

Selanio (Se} (mgiL) pecirascopia g ! Edit. EAM-Generacion de A

Generacion de Hidrurcs .
Hidruros

] . . . 3111 B Standard Methods 21th

Zine {Zn) frafLy Espectroscopia de absorsion atomica Edit. EAA-Llama A
. .. 4500-NM0O3 E Standard Methods

N{NGE] {mgfL) Espectroscopia de abscrcion Malecular 54th Edit. EAM A

Fosfors total {maiL} Espectroscopia de absorcion Molzcular 4500 P Staé'g:”égﬁthﬂds 21th A
, 4500-CI-B Standard Mathods 21

Cloruro [ma/L} Volumetria Edit. Volumetria , NIA,

En la dlima columna se indica con una letra "A7 parimetro acreditade y con "NVAY pardmeatrd nd acraditadn,

4.2.3 Utilizar campainas de monitoreo que hayan sido realizadas en perindos similares
entre ambas entidades, pricrizando el dia, mes, ano y finalmente estacidén del afio para
compararos entre si,

A continuacion en la tabla N°7, se muestran las fechas utilizadas para comparar cada
parametro, haciendo coincidir los monitorecs realizades en funcien del afio, mes yfo
estacion del afo en el cual fue realizado.

a Fechas en Comiin
Parametros EULA DGA

1 | Temperstura D4-04-1985 01-06-1995
2 |pH 12-03-1995 01-02-1986
3 | Conductividad 15-10-2002 01-03-2002
4 | Onigeno Disuelto (0.0 15-04-2003 01-03-2003
5 | Sulfato (S04%) 02-09-2003 01-09-2003
6 | Sodio (N2 05-04-2004 01-04-2004
T | Mlumninia (Al 29-07-2004 01-07-2004
3 | Arsénico [As) 18-11-2004 01-11-2004

A, Miguel Claro 791, Providencia, Santiaga aFona: 475 14 089, Fax: 413 54 96 «E-mail: uno@aguasclusion. ol



¢ | Boro (B) 05-04-2005 18-04-2005
10 | Cadmio (Cd) 26-07-2005 15-07-2005
11 | Gobatte (Ca) 09-11-2005 24-11-2005
12 | Gobre {Cu} 05-04-2006 17-04-2006
13 | Fierro (Fe) 26-07-2006 19-07-2008
14 | Mercuric (Hg) 21-11-2006 23-11-2008
15 | Manganeso (Mn) 17-04-2007 - 12-04-2007
16 | Molindeno (Mo} 01-08-2007 232-08-2007
17 { Niquel (NI} 27.11-2007 22-11-2007
18 | Ploma (Pb) 27-03-2008 17-03-2008
13 | Selenio (Se) 07-08-2008 18-08-2008
20 | Zinc (Zny 13-11-2008 17-11-2008
21 | N{NOg) 06-04-2009 07-04-2009
22 | Fosforo total 30-07-2009 23-07-2009
23 [ Claruro 23-11-2009 16-03-2009
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A continuacidn se presentan los resultades de la comparacion entre la E3 por EULA ¥ a

estacion Rucaco por la DGA, utilizando los criterios sefizlados en los puntos 4.2.1, 422 y

4.2.3.

- Los parametros in situ como temperatura, conductividad, pH y oxigeno disuelto,

tienen valores muy similares, casi idénticos, que se ven confirmados ¢on &l promedio e
individualmente en las fechas sefzladas en la tabla N°7.

- Para el sulfato, sodio y clorure, se encontraron pocos datos tanto para EULA como
para la DGA, lo cual aleja los promedios entre si, perc si los comparamos de manera
individual, encontramos mas concordancia enfre ellos.

- Si comparamos Aluminio y fosforo total, ambos se caractenzan por tener tedos los
datos cormpletos de acuerdo a las fechas astablecidas de comparacién, también ambos se
muaven entre los valores de limite de deteccidn para ambas entidades, por o tanto |a
unica diferencia que se encuentrs, esta dada mayoritariamente por os diferentes limites
de deteceion.

- El Arsénico, Boro, Cadmio, Cobalto, Cobre, Fierro, Mercurio, Manganeso,
Malibdeno, Niguel, Plomo, Selenio y Zing se caracterizan por una falta de coincidencia en
las fechas que se realizan los muestrecs enire los afos 2007 y 2008, a pesar de esto, Ia
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tendencia nos muestra gue se mueven ¢asi solg e valores da limites de deteccidn, por
esto, ya sea individualmente o como premedio los valores para ambas entidades son casi

iguales.

- Por ultimo e nitrato, 25 el parametre en donde se encuentra la mayor diferencia,
los valores enfregados por ELLA, superan por casi el doble los entregados por DGA. Esta
diferencia se puede explicar en las diferentes fechas de muestreo y lo sensible del

parédmetro.
4,3 Verificacion de trazabilidad de los datos entregados por EULA

La trazabilidad de los resultados entregados fusron sometidos al seguimiento tedrico de
estos, es decir, confirmar y verificar que las diferentes etapas por las que atraviesan los
datos hasta el resultado final, coincidan con lo establecido en la noma y en la legislacion
vigente, ademas de o informado por el centro EULA como empresa encargada de la toma
de muestra, analisis y de la entrega de resultades. Para esto se recopile informacion
correspondiente a las mefodologias utilizadas para !a toma de muestras, preservacion,
forma y tiempo de transporte, recepcion de muestras, almacenamiento, analisis gquimice,
resultados obtenidos y entrega de informeas consslidados.

La campafia de muestrec para la estacion E3, fue disefiada por Celco Vaidivia y llevada a
cabo por el centro EULA-Chile, este disefic sigue lo establecido por la NCh 41112
Mientras que la toma de muestra, &l transpeorte y la preservacién realizada por EULA, se
rige por NCh 411/2%, 41143 v 411/6°, ademas EULA fue auditade en enero del 2010 para
acreditar 1a unidad de muestreo. Para g analisis de los parametros medidos en |a
estacion 3%, el laboratorio de quimica ambiental del centro EULA-Chile, se encuentra
acreditade por el Sistema Nacional de Acreditacién del Institutc Nacional de

2 NCh 411/1:Guia para el disefio de pregramas de muesirec

* NCh 411/2: Guia sobre tcnicas de musstres

* NGh 411/3; Guia sobre la preservacian y 2l manejo de muestras
% NCh 411/6: Guia pars 2f muesiren de 1igs y curscs de 2gus

§ Tabla N°4; Pardmetros medidos por Centro EULA en estacion 3
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MNomnalizacidn (INN} como laboratoric de ensayo, de acuerde a la Norma NCh-150 17025,
Of 2001, desde &) afio 2003, para aguas crudas ¥ RIL La trazabilidad de estas medicicnas
se lleva a cabo mediante e uso de patrones de referencia, material de referencia,
calibracién externa yfo verficaciones externas e intemas (se adiunta documenin INN
sobre acreditacion del Laboratoric EULA como respaldo).

La trazabilidad, segin lo descrito anteriormente, esta asegurada en un laboratorio
acreditade, porque tiene un procedimienty que asegura este requerimiente de la
acreditacion, dande garantias de gue los instrumentos de medicién utilizados producen
resultados commectos ¥ son operados de manera tal que aseguren la trazabilidad de las
mediciones efectuadas con la exactitud apropiada. Asimismo, todo esta avalado por la
normativa vigente seqiin lo deserito en el punto 4.5.

4.4 Verificacion de los datos digitales entregados por Celco Valdivia
La informacion entregada en formato digital por Celeo Valdivia fue sometida a una
verificacién, la cual consta de una comparacion de |a informacion entregada por el centro
EULA-Chile {Informes consolidados), y los valores gue se encuentran en el archivo digital

entregado por la empresa.

Al revisar los valores comespondientes a los informes entregados por EULA-Ghile contra
los valores entregados por Celco Valdivia, no se encuentra diferencia aiguna entre ambas
fuentes de informacién, solo hay un cambic de unidades réﬂiizado por Celeo Valdivia, el
cuzl no influye ni cambia de ninguna forma la verificacion positiva de los datos entregados
por este.

4.5 Revision final de datos
Con la revisidn final general del archive Excel entregadu' por Celco Valdivia, en donde se
verfficaron los cambios propuestos, con el fin de generar una nueva base de dzios
mejorada, nueves criterios de informacién, nueva estructura, para que la informacion
existente entregada sea lo mas clara posible en beneficio de aquellos que la utilizaran

como fuente de infonmacdion.

A Miguel Claro 791, Providendia, Santiage <Fono: 475 19 09, Faoe: 413 54 96 eE-mail: uno@ aguasolcion.d



602525

15

5. Conclusion

Con la informacion recopilada y analizagda de los datos proporcionados por Celco Valdivia,
correspondientes a la estacion 3, ubicada en el humedal ded ric Cruces, podemos
asegurar que bajo las condiciones descritas en el presente informe, los resultados
analiticos informados por Celco, pueden ser utilizados como antecedentes técnicos o
base de datos para & proceso nommative de fa cuenca (Elaboracion de MNormas
Secundarias de Calidad Ambiental).

Asi, si se requiere continuar utilizando la informacién proveniente de la base de dates que
genera Celco Valdivia para efectos del desarrollo nomativo, se debe tener en

consideracién que se cumplan |05 siguientes requisitos:

- Mantener &l analisis de muestras con un laboratonio acreditado por el INN,

- Los valores que se definan para los limites de deteceidn, deben ser acordes con las
concentraciones encontradas,

- Ei punta de manitorec (E3) debe continuar en &l mismo emplazamiento.

- La toma de muestra y analisis debe realizarse con el misme procedimiento que se ha
realizado hasta ahora.

- La frecuencia de monitorep estara sujeta a lo gue se estime como necesario para las

variablas da calidad de agua que se quieren controlar.
Por (ltimo, la informacidn entregada debe incorporar las condiciones meteorcldgicas, de

muesiren, fechas, horas y épocas del ano, informacién fundamental ligads a los valores
yfo resultados obtenidos.

Heriberto A. Moya G.

Quimico Analista f Diplomado en Analisis y Gestidn del Ambiente
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NACIONAL
RMALIZACION

O CERTIFICADDO

o Y
Eduardo Ceballos 0., Jefe de Division Acreditacidn del Iinstitute Nacioral de

0O

Normalizactén, INN, certifica que el Centro EULA ﬁe la Universidad de Concepsidn,
domiciliado en Barrio Universitario s/n .Concepcion, estd acreditado en el Sisterna
Macional de Acreditacion del INM, como Laboratorio de ensaye el drea F:’si:o—_qufmica
para aguas, con los Certificados LE 238 v LE 240,

Actualmente se¢ encuentra en la dhima etapa del proceso de renovacidn de su

acreditacion,

Este certificado se emite a solicitud de Centro EULA de fa Universidad de Cancepcién

para los fines que estime conveniente.

Santiago. 15 de D.'lciembre de 2010

2070-12-15
FGEB/em

OFICINAS GAEMERALFS
MMATIAS COUSIRNG B4 - PISO 0
SANTIAGO - THILE

TEL. (GB-2) 445 {300

FAX (58-2) 441 0427
waanasdnn. el
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INSTITUTO NACIONAL

B MOEMOLOLIZARTIoMN

El Instituto Nacional de Normalizacidn, INN, ceriifica que:

CENTRQO EULA-CHILE
DE LA UNIVERSIDAD DE CONCEPCION

ubicade en Barrio Universitario s/n, Congepcidn

ha. renovado su acreditacién en el Sistema Nacional de Acreditacion
del INN, coma

Laberatoric de Ensayo

segin NCh-1ISQ 17025.0f2005

en el area Microbiologia para aguas, con el alcance indicado en
anexo.

Prnimera acreditacian: Desde el 6 de Jenio oe 2005

Vigencia de la Acréditacidh : hasta el 26 de Junio de 2012

Santiago de Chile, 12 de Enero de 2010

NG ) 4

Eduardo Cebalios Gseria Sergio Toro Gall-é'guiilﬂs
Jefe de Divisian Acreditacion Firector Ejeéuﬁm

n SIFTEMA NACION AL
n LE ASRELTACION

1NN - CHILE
ACREDITACION LE 325

1 AN CSORPCIONES BAJID LAS_CI.]A.I..ES- RHGE EXTH ACHEDI'I‘MIQN ESTAN DETALLADAS B i AOTA GE COMPRONIED



INSTITUTO NACIONAL 062528
DE NORMALIZACTION

LE 325
Anexo

ALCANCE. DE LA ACREDITACION DEL LABORATORIO DE ENSAYQ CENTRO EULA-CHILE DE LA
UREVERSIDAD DE CONCEPCION, CONCEPCION, COMO LABORATORIO DE ENSAYO

AREA : NMECROEBHILOGIA PARA AGUAS
SUBAREA.  : MICROBIOLOGIA PARA AGUAS RESIDUALES, SEGUN COMVENIO INN-SISS

Ensaya hNommal/Especificacian Produgic. a que se aplica
Detérminacicni de Coliformes NCh2313/22. 0185 Aguds residuzles
fecales
Detgrminacion de Coliformes MNCh2313/23.018% Aguas residuales
focales
SUBAREA- : MICROBIOLOGEA PARA AGUAS CRUDAS Y AGUAS RESIDUALES.

Ensayo Norma/Especificacikin Praoducto a que se aphca
Determinzcidn de Coliformes Standard Methdds far the Aguas crudas ¥ aguas residuales
Totales Exarunation of Water and

Wastewater, Ed 31, Cap. 8221 B.
Treterminacién de Coliformes Standard Methods for the Aguas crudas
totales Exarmination of Water and

Wastewater, FEd 21, cap. 2222 B.
Determinagidn de Coliformes Standard Rethods. for the -Aguas crudas
fecales Examinatian.of Water and

Wastewater,Ed 21, Cap. 92271 E.
Cergrminacicn de Coliformes Standard Metheods for the Aguas criudas
fecales Exambnation of Water and

Wastewater Ed 21, Cap: 3322 D.

WA N

S
]

 Eduardo Céballos Osorio - Serglo T4
< Jefe ie Division Acreditacian / |

e

11
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iNSTiTUTD NACIONAL

MEOMOEMALTLL OO N

Ei Instituto Nacional de Normalizacién, INN, certifica que:

CENTRO EULA-CHILE
DE LA UNIVERSIDAD DE CONCEPCION

ubicado en Barrie Universitario s/n, Concepcion

ha renovado su acreditacion en el Sistema Nacional de Acreditacidn
del INN, como

Laboratoric de Ensayo
segun NCh-§S0 17025.0f2005

en_el area Fisico-quimica para aguas, con el alcance indicado en
-BNEXO.

Primera acreditacién: Desde el 25 de ‘Saptiembre da 2003

Vigencia de la Acreditacion ;-hasta el 30 de Junic. de 2010

Santiago de Chile, 31 de Dicierhbre de 2008

M
{Qu Taro Galleg uilles

_ Eduardo Ceballos Osofia™
Jets de Divisiér Acreditacion Pirector Ejecutive

>

SISTEMA HRATIQNAL

n OE ACREQITACION

iNN - CHILE
ACREDITACION LE 239

1 AR FENIRICIERES ALY | AR O LA PS RNEE EXTA ACRERITACICIN FRTAN DETALLADAS BN CL ACTA NF CORMPRORITO



INSTITUTO NACIONAL
DE NORMALIZACTION

LE 239
Aneno

ALCANCE DE LA ACREDITACIOM DEL LABORATORID. DE ENSAY(Q DEL CENTRO EULA-CHILE DE
LA UNIVERSIDAD DE CONCEPCION; SEDE.CONCEFCION. COMGC LAEORATORIC DF ENSAYOD

AREA. :  FSICO-QUIMICA PARA AGUAS.
SUBAREA FISICO-QUIMICA AGUAS RESIDUALES, CONYENID INN-SI55
Ensaya Normalespecificacion. Products 8 que se aplica

pH NCh2313/1.0195 Aguas residuales
Temperatura MCh2313/2.0125 Aguas. resiguales
ATSERICD NCh2313/9.098 Arnjuas residuales
Selenio MNCHZ373/30.0188 Aguas residuales
Hierrg NChZ313/10.0186 Aguas residuales
Wanganaso NCHE313/90.0186 Aguas residuales
Ciobre NChZ313/10.0f96 Aguas residuales
Cadrmic MCh2313710.0196 ﬁ;:as residuales
Cromg MNER2 313100198 Aguas residusles
Zisic NCh2313/10.01986 Aguas residuales
Mgy MCh2313/10.0496 Aguas residuales
Plorna NCh2313/M10.096 Aguas residuales
Clorurg NCh2313/32.0469% Aguas residuales

Demanda bieguimica de oxigeno

NCh2313/5.0196

Aguas residuales

NCh2313/24.0497

Aguas residuales

Diemanda-quimica de axigeng
Fastorg total )

MCh2313/15.0197

Aguas residuales

Irndice de fenol

NCh23713/13.0f98

Aglas residuales

Mercutio

NChZ313172.0196

Aguas residuales

Béhidas sedimentables

NCh2313/4. Q85

Aguas residuales

Cromo hexavalsnte

MChZ3131 10458

Aguas regidusles

Hidrocarbures totales

HCh 2373/7.0187

Aguas residuales

Salides suspendidas totales

MCH231-343. 085

Aguas residuales

Amenio

NCh2313/114&, Q97

Aguas residuaies

Clanuro.

NChZ313/14. Of87

Aguas residuates

Mitrogeno Kjeldahl

MNChZ313/28, Of98

Aguas residuzles

*“ E.be“i'ﬂé D:wmun Acreditacian

-.;.‘-*j ﬂ-"'/

1A
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INSTITUTO NACIONAL
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El Instituto Nacional de Normalizacién, INN; certifica que:

CENTRO EULA-CHILE
DE LA UNIVERSIDAD: DE CONCEPCION

ubicado en Barrio Universitario s/n, Concepcidn

ha renovado su acraditacidn en el Sistema Nacional de Acreditacién
dal INN, como

Laboratorio de Ensayo
segiin NCh-ISO 17025.0f2005

en ¢l 4rea Fisico-quimica para aguas, coh el alcance indicado en
anexop

Primera acreditaciin: Deéade gl 25 dé Sepriembre de. 2003

Vigencia de la Acreditacién - hasta el 30 de Junio de 201¢

Santiago de Chile, 31 de Diciembre de 2009

Eduardn Cehallus Osoria ~ Sergn . Tarox Ga"ﬁulllus -
Jefe de Divisidn Agreditacion, actor Ejgtutivo =i

. B STENA MACICM AT,
n D ACREDTAGIDM

INN - CHILE
ACREDNTACION LE 240

L1 AT CTMNICOINES FA KT 1 AR O AL FR RIRE FSTA ACHFTITARKIN FETAM NETAL] ADAR FRFL ACTS I COADRORERC



