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| RESUMEN

El embalse Rapel, es un cuerpo de agua que esta siendo sometido a un fuerte impacto
antropogénico, por lo que evidencia severos signos de eutrofizacion. Esto ultimo debido a que el
embalse se ha transformado en el cuerpo receptor de una gran diversidad de efluentes
(industriales, agricolas y domésticos), que evacuan sus descargas sin ningun tipo de tratamiento.
A lo cual se le debe agregar la recepcion de aguas provenientes de los relaves de la mina de cobre
“El Teniente”.

Con el objetivo de determinar la presencia y acumulacion de metales pesados en el agua y en los
organismos zooplancténicos, durante el mes de Octubre del 2003 se tomaron muestras de agua y
de ejemplares de Ceriodaphnia dubia, Bosmina chilensis y Diaptomus diabolicus. Como especies
bioindicadoras cualitativos de la calidad de agua. Las muestras fueron preparadas de acuerdo al
método seco (dry method), recomendado para la deteccion simultdnea de metales en organismos
pequerios (entre 3 y 100 pg de peso seco). Se analizaron los elementos: Zn, Cr, Ni, Mn, Fe y Cu,
tanto en el agua, como en los organismos mediante el método de Reflexion Espectro Fotométrica
Fluorescente con Rayos X (TXRF), en UFZ-Leipzig/Halle, Alemania. Los resultados obtenidos
en el agua, revelaron concentraciones promedio de 8.9 ug /L de Cu, 16.4 ug /L de Fe, 26 ug /L
de Mny 2.1 pg /L de Ni. En cuanto a los organismos, se observaron diferencias significativas en
la acumulacion de metales. Las concentraciones encontradas en las especies para algunos metales
fueron los siguientes (ug /g peso seco): para el Cu entre 17 y 107; para el Zn entre 35 y150; para
el Fe entre 90 y 3600; y para el Mn entre 17 y 185. De acuerdo a lo resultados obtenidos se
puede establecer que el lago Rapel corresponde a un cuerpo con altas concentraciones de metales,
lo cual se corrobora debido a que los microcrustaceos presentaron mayor acumulacion de metales

(Cu, Fe) comparado con otro lago que no esta influenciado por aguas de relaves mineros.



I1 ABSTRACT

The reservoir Rapel (Central Chile), it is an area which is subjected to an important
anthropogenic impact, with severe signs of eutrofication, due to a diversity of industrial,
agricultural and domestic sources that are evacuated without control. Also, receives wastewater
of the worldwide biggest underground copper mine "El Teniente".

The objective of this investigation, resides in determining the accumulation of heavy metals
appearance in the water and zooplankton organisms. For that, during the October 2003, samples
of water and of zooplankton organisms zooplanctonico (qualitative bioindicadores of the water)
were collected in order to determine the accumulation of metal in Ceriodaphnia dubia, Bosmina
chilensis and Diaptomus diabolicus. The zooplankton samples were prepared according to the dry
method (simultaneous detection of metals in individuals with a dry weight of 3 - 100 pg). The
elements Zn, Cr, Ni, Mn, Fe and Cu, were analyzed using Total Reflection X-Ray Fluorescence
Spectrometry (TXRF) in UFZ-Leipzig/Halle, Germany. The results obtained in the water,
revealed average concentrations (ug /L) of: Cu 8.9, Fe of 16.4, Mn 26 and for the Ni of 2.1. In the
organisms, significant differences were observed in the accumulation of metals among the
species. The concentrations of certain metals in the species (ug element /g dry weight) were: Cu
= 17-107; Zn = 35-150; Fe = 90-3600; Mn = 17-185. The results showed that the lake Rapel
corresponds to a body of water with high metals concentrations, those that are reflected so much
in the biggest copper contents in the water, and in the animals compared not with lakes

influenced by relave waters.



111 INTRODUCCION

Entre los conceptos bésicos que definen la contaminacion acuatica, se cita la incorporacion de
elementos 0 compuestos extrafios a cuerpos de agua, los cuales pueden constituir un riesgo a la
calidad de vida de la poblacién, deteriorando o alterando su equilibrio natural (Murgel, 1984;
Gordillo, 1995; CONAMA, 1996; América & Molina, 2001). Siendo causada principalmente, por
actividades antropogeénicas de diversa indole. En este ambito los sistemas acuéticos, por lo
general, reciben un sin numero de efluentes industriales y de aguas servidas; junto a residuos
provenientes de la agricultura, minas, pesticidas, y numerosos otros contaminantes (Paredes,
1998; Wetzel & Likens, 2000). A estos se le debe agregar la carga natural de contaminantes, la
cual siempre esta presente y es originada por restos de animales, vegetales, minerales y sustancias

que se disuelven en la masa de agua (Murgel, 1984).

Se pueden distinguir dos tipos de fuentes de contaminacién antropogénica, las fuentes difusas y
las puntuales. Las fuentes difusas son aquellas que descargan contaminantes en una region
extensa, los cuales no tienen un punto claro de ingreso en los cursos de agua que los reciben
(Ongley, 1997); mientras que las puntuales, son aquellas que descargan contaminantes en

localizaciones especificas (Schwab et al., 1996; Ongley, 1997; Dobson & Gilpin, 1999).

Entre las fuentes difusas, se pueden mencionar a las actividades agropecuarias y ganaderas, las
cuales aportan esencialmente nutrientes organicos, compuestos de nitrogenados y fosforados; y
en menor cantidad elementos alcalinos, alcalinotérreos e incluso metales tales como el hierro,
manganeso, cobre y zinc, los que llegan mediante la escorrentia e incrementan las

concentraciones de estos en la masa de aguas (Murgel, 1984; Garcia et al., 2002).



Dentro de las fuentes puntuales de contaminacién que tienen un fuerte impacto ambiental,
destacan las actividades industriales y en especial la actividad minera, cuyo principal efecto es
contribuir al incremento de las concentraciones de minerales (Arcos, 1998; Vilaet al., 1997). En
este contexto el empleo de agua en el proceso productivo minero provoca serias modificaciones
en los ecosistemas acuaticos; ya sea mediante el uso de aguas superficiales o subterrdneas o bien
a través de las descargas de sus desechos solidos y liquidos (relaves) a cuerpos de agua. En este
ultimo caso se producen contribuciones significativas de metales, los que provocan
modificaciones en los componentes faunisticos y floristicos del ecosistema (Murgel, 1984;

Dobson & Gilpin, 1999; Eisler, 2000).

Las minas a tajo abierto que ocupan grandes areas, asi como también la acumulacion de
minerales expuestos a las lluvias, propician el contacto de las aguas con el mineral y con el suelo,
potenciando procesos fisicos, tales como la erosion, o procesos quimicos como la oxidacion de

los sulfuros, causantes de drenaje acido, lixiviacion, etc. (Sanchez, 1995).

Cuando ocurren reacciones de oxidacion se generan acidos, se oxidan los sulfuros a sulfatos y se
liberan metales presentes en la roca, principalmente Fe, Mn y Cu; razon por la cual este tipo de
metales son los que se encuentran mas expuestos al medio. Igualmente se liberan otros metales
como As, Ba, Cd, Zn, Ni y Pb; pero en concentraciones reducidas. Estos minerales también son
elementos de importancia entre los residuos mineros; debido a que por lixiviacion pueden llegara

a contaminar aguas superficiales y/o aguas subterraneas (FAO, 1981; Sanchez, 1995; Roa, 2001).

Entre los metales que ingresan a los cuerpos de agua y que tienen efectos nocivos, destacan los
denominados metales pesados. Los metales pesados son elementos quimicos que poseen un peso

atémico comprendido entre 63.55 (Cu) y 200.59 (Hg), y un peso especifico superior a 4 (g cm™).



Todos los metales ya sean bioldgicamente esenciales como aluminio, arsénico, cromo, cobalto,
cobre, hierro, manganeso, molibdeno, niquel, selenio, estafio, vanadio, y zinc; o no esenciales
como cadmio, oro, plomo, mercurio, y plata (Paredes, 1998; Garcia et al., 2002; Alarcén, 2003),
se caracterizan por ser potencialmente dafiinos para los organismos a concentraciones elevadas,
debido a que tienen efectos tdxicos en la biota (Langston, 1990; Rainbow, 1997; Villalobos,

1997; Mann et al., 2002).

Un caso emblematico entre los cuerpos de agua lénticos, el cual fue severamente afectado por la
contaminacion, debido a la actividad minera, lo constituye el lago Siuber ubicado al oeste de
Halle, Alemania. Este lago, fuera de recibir la totalidad de los residuos liquidos de una
explotacion minera cercana; también recibe aguas servidas de la poblacién aledafia; lo cual
sumado a los arrastres de lixiviados, contribuyeron a conformar un cuadro dramatico de
contaminacion, caracterizado por la presencia de altos niveles de zinc, arsénico, y cobre (Becker

etal., 2001).

En Chile, de acuerdo a los antecedentes proporcionados por Cabrera et al. (1977), el Embalse
Rapel, esta recibiendo una carga considerable de metales pesados, provenientes de la actividad
minera de El Teniente. Este embalse artificial desde su creacion, ha estado sometido
regularmente a perturbaciones antropicas, las que incluyen el manejo artificial de los niveles de
agua del embalse y las actividades turisticas y agricolas (Adams et al., 2000). El incremento
sostenido de estas actividades, segun diversos investigadores, estaria produciendo un proceso
acelerado de eutrofizacion en los Gltimos afios (Vila et al., 1987; Roa, 2001; Vila et al., 2000;
Bahamonde & Ruiz, 2003). A las actividades mencionadas anteriormente se le debe agregar la

puesta en marcha de una via de evacuacion de relaves de la mineria del cobre en el afio 1988, lo



que ha significado el incremento en la cantidad de cobre y otros metales pesados en el agua (Vila

et al. 1997; Gagneten, 2000; Adams et al., 2000; Vila et al., 2000).

Segun los antecedentes proporcionados por Gagneten & Vila (2001), estos metales pueden tener
efectos nocivos sobre los organismos; ya que influyen en todos los niveles de organizacion, desde
el nivel molecular hasta niveles comunitarios, afectando aspectos fisioldgicos relacionados con
los procesos celulares; como alteraciones en la permeabilidad de la membrana plasmética e
inhibiendo las funciones enzimaéticas y fotosintéticas, entre otras (Paredes, 1998; Wolterbeek, H

& Verburg, T. 2001; Mann et al., 2002).

Los efectos mencionados anteriormente, dependen de las concentraciones de metales, y por ende,
del grado de toxicidad del mismo; la cual variara su efecto seguin la especie y tolerancia de las
mismas; estando esta Ultima en funcion de la concentracion y duracién de la exposicion en el
ambiente (Murgel, 1984; Paredes, 1998; Gagneten, 2000; Gagneten & Vila, 2001; Chang et al.,

2002).

Los efectos sobre la biota se pueden manifestar en una variada gama de consecuencias, los que
pueden afectar el crecimiento, morfologia, comportamiento, reproduccion y reclutamiento; asi
como en procesos fisioldgicos relacionados a las caracteristicas de la sangre y circulacion,
deterioro en el sistema renal, hepatico o neuronal, depresion o aceleracion de la actividad
enziméatica y hormonal; ademas, de efectos carcinogénicos y mutagénicos, propensiéon al
parasitismo, enfermedades, e incluso dafos letales a los organismos (Langston, 1990; Paredes,

1998; Eisler, 2000; Gagneten, 2000; Gagneten & Vila, 2001; Chang et al., 2002).



Para evaluar la toxicidad de los metales en el agua, es necesario analizar la calidad de éstas, la
cual esta asociada esencialmente a las caracteristicas geoquimicas del area y a los usos del suelo
en las cuencas de drenaje (agricola, forestal, construccién, urbanizacion, industrial, etc.). Las
caracteristicas fisicas y quimicas del ambiente, se ven reflejadas en pardmetros como oxigeno
disuelto, dureza, DQO, alcalinidad, pH, nutrientes, etc. Cuyos niveles influyen directamente en
el grado de toxicidad de los metales (Murgel, 1984; Chen et al., 2000; Gagneten & Vila, 2001).
Es asi como, el oxigeno disuelto y el pH, pueden actuar regulando la toxicidad de un mismo
metal, en una determinada especie de invertebrados. De la misma manera el pH puede influir en
la solubilidad de los metales pesados (Murgel, 1984; Gagneten & Vila, 2001). En el caso
especifico del Cu, los efectos negativos se incrementan frecuentemente en condiciones de pH
bajo; mientras que con pH altos se facilita la unién de iones de Cu con diversos compuestos
organicos e inorganicos, lo que redunda en la formacion de precipitados de Cu y la consecuente

disminucion de cobre disuelto (Gagneten, 2000; Gagneten &Vila, 2001).

Los efectos negativos que tienen los metales pesados en la biota acuética, se deben basicamente a
que éstos pueden ser acumulados, transformados en las cadenas alimenticias, y ser liberados
como formas quimicas severamente toxica (Murgel, 1984; Langston, 1990; Arcos, 1998;
Gagneten, 2000; Gagneten & Vila, 2001). En general, estos metales son incorporados por los
organismos acudticos a través de la ingesta de agua y principalmente mediante el alimento;
proceso que se conoce con la denominacion de bioacumulacion (donde el metal es tomado desde
la dieta y es acumulado en su organismo a lo largo de su vida) y biomagnificacién (incorporacion
de metales traza a niveles troficos superiores). Estos procesos, son especificos para cada metal y

taxa; y son dependientes de la fisiologia de los organismos, grado de adaptacion en el habitat y



habitos alimenticios (Rainbow, 1997; Paredes, 1998; Dobson & Gilpin, 1999; Chen et al., 2000;

Chang et al., 2002; Wang et al., 2002).

La concentracion de metales que se puede encontrar en un individuo, depende de la
biodisponibilidad del metal en el medio, asi como igualmente del balance entre la captacion y
excrecion del metal, que realiza el organismo (Ying et al., 1993). La eliminacién de los metales
desde un organismo se produce basicamente a través de la excrecion y muda del exoesqueleto.
De este modo la porcién de los metales que es retenida por el organismo, es usualmente

transferido a los niveles troficos més altos (Wang et al., 2002).

Entre los animales que son considerados bioacumuladores de metales, destacan las especies
filtradoras y organismos plancténicos, los que estan expuestos a los metales pesados disueltos en
el agua, y/o asociados al material particulado. Dentro de este contexto, segin Wang & Yu (2002),
el zooplancton juega un rol importante en todos los ciclos biogeoquimicos de elementos

metalicos en ambientes marinos.

Asi el analisis del componente zooplanctonico es elemental para investigar la captacion y
transferencia de substancias a lo largo de una cadena tréfica (Dobson & Gilpin, 1999; Mages et
al., 2001; Woelfl et al., 2003). Ademas, estos organismos, son considerados como bioindicadores
cualitativos del agua, los cuales mediante absorcién directa y alimentacion (filtracion) pueden
incorporar y acumular rapidamente metales pesados (Ying et al., 1993; Mages et al., 2001;
Woelfl et al.,, 2003). Dentro de los organismos que conforman el zooplancton de aguas

continentales, destaca el grupo de los Claddcera; estos representan al grupo de microfiltradores



méas abundantes del zooplancton en los sistemas limnéticos. En este contexto, los Claddcera
representan el 80% de la herviboria que ocurre en dichos sistemas acuaticos (Martinez, 2000;
Mages et al., 2001; Ruiz & Bahamonde, 2003; Woelfl et al., 2003). Por otra parte, en muchas
pruebas ecotoxicolégicas involucran al cladécero Daphnia sp, como bioindicador en los
ecosistemas de agua dulce (Murgel, 1984; Dobson & Gilpin, 1999; Mages et al., 2001; Castillo et

al., 2000; Woelfl et al., 2003).

Dentro de la comunidad zooplancténica presente en el embalse Rapel, se sefiala el predominio de
microcrustaceos de los grupos Copépoda y Claddcera. Los Copépodos estan representados
mayoritariamente por la especie Diaptomus diabolicus; mientras que el grupo de los Claddcera
estd representada por las especies Bosmina chilensis y Ceriodaphnia dubia (Zufiiga & Araya,

1982; Ruiz & Bahamonde, 2003).

En el embalse Rapel, se ha registrado durante los afios 1989 y 1990, una mortalidad masiva de
peces y en los ultimos 16 afios, se han observado alteraciones negativas sobre la composicion y
diversidad de especies en este cuerpo de agua (Vila et al., 1997; Adams et al., 2000; Vila et al.,
2000). Como elementos de causalidad se ha postulado, por una parte, que estas probablemente se
deben a que la totalidad de las aguas servidas son vertidas al afluente (rio Rapel), sin tratamiento
previo (Vila et al., 1997; Roa, 2001); y por otra, a las cargas de nutrientes y materia organica
acarreados por los afluentes (Soto et al., 1984; Ruiz & Bahamonde, 2003). Sin embargo, en el
ultimo tiempo, se sefiala que aparentemente la contaminacién mas importante, provendria de los
relaves de la mina de cobre de El Teniente, los cuales han incrementado considerablemente la

concentracion de sulfato de cobre (Vila et al., 1997; Vila et al., 2000; Roa, 2001).
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De acuerdo a lo establecido anteriormente en la presente investigacion se pretende cuantificar la
presencia y acumulacion de metales pesados en el agua y la comunidad zooplanctonica de

microcrustaceos presentes en el Embalse Rapel.

Los antecedentes recopilados permiten plantear la siguiente hip6tesis: “Los microcrustaceos del
lago Rapel presentan una acumulacion de metales pesados (ug de peso seco promedio);
significativamente mayor a las concentraciones cuantificadas en microcrustaceos de otros

ambientes limnéticos que no se encuentran influenciados por aguas de relave”.

Los Objetivos generales de este trabajo son:

1. Cuantificar la concentracion de metales pesados en las aguas del embalse Rapel y determinar

el grado de acumulacion de estos en microcrustaceos zooplanctonicos provenientes de este

cuerpo de agua.
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Objetivos especificos:

1. Cuantificar las concentraciones de metales pesados en el agua del Lago Rapel.

2. Determinar el grado de acumulacion de metales pesados en Bosmina chilensis, Ceriodaphnia
dubia, y Diaptomus diabolicus en funcién a su peso.

3. Determinar la bioacumulacién de metales pesados en Bosmina chilensis, Ceriodaphnia dubia
y Diaptomus diabolicus.

4. Comparacion del grado de bioacumulacion de metales pesados en los microcrustaceos del

lago Rapel v/s los microcrustaceos del lago Laja.
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IV MATERIAL Y METODO

4.1 AREA DE ESTUDIO

El estudio se realiz6 en el embalse Rapel (34° 10° S.; - 71° 29’ W.) ubicado en la VI region de
Chile, distante a 140 km al SO de la ciudad de Santiago. Este embalse, es considerado como un
lago artificial, el cual ocupa gran parte de la cuenca y valle del rio Rapel, cubriendo una
superficie de 6940 ha (Fig.1). Es el mayor lago artificial del pais y fue construido con la finalidad
de abastecer a la central Hidroeléctrica Rapel, la cual entré en funcionamiento en el afio 1968

(Soto et al., 1984; Vila et al., 1987; Bahamonde & Ruiz, 2003).

El embalse Rapel es alimentado principalmente por las aguas de los rios Cachapoal y
Tinguiririca, a las que se le agregan las provenientes del estero Alhué (Soto et al., 1984; Araya &
Zuiiiga, 1982; Ruiz & Bahamonde, 2003). El rio Cachapoal, es el principal afluente del embalse y
presenta un caudal promedio de 74 m*/seg, con un minimo de 27 m*/ seg durante marzo y un
méximo de 154 m®/ seg, durante enero (Bahamonde &Ruiz, 2003). Mientras que el Tinguririca
presenta los caudales minimos de 6,3 m*/ seg durante marzo; y méximos de 77 m*/ seg durante
julio - agosto. De manera que el embalse Rapel recibe las aguas que drenan en una cuenca de
mas de 14.177 km®,

El rio Cachapoal, desagua los principales nevados de la zona, lo que incluye cumbres de méas de
3000 m en la cordillera de los Andes; las aguas son empleadas mayoritariamente por las
actividades mineras desarrolladas por la mina de cobre subterrdnea mas grande del mundo
(CODELCO, El Teniente) antes de alcanzar el embalse (Vila et al., 2000; Ruiz & Bahamonde,

2003).
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El rio Rapel, previo a la construccion del embalse, presentaba un angosto cauce de mas de 45
Km. de longitud. EI muro de la represa tiene una cota de inundacion maxima de 105 m de altura;
de manera que en la actualidad, en la parte superior de esta cota, confluencian los rios Cachapoal
y Tinguiririca. La superficie total inundada abarca unos 120 km® aproximadamente, con una
longitud maxima de 43 Km (Soto et al., 1984); un perimetro de 288,6 Km y un ancho medio de
3.14 Km. El volumen del agua embalsada es de 0.832 km?® (Araya & ZUfiiga, 1982; Ruiz &

Bahamonde, 2003).

La region presenta clima templado célido con lluvias invernales y una estacion seca prolongada.
Las caracteristicas del cuerpo de agua corresponden a un lago monomictico temperado, situado a
200 m sobre el nivel del mar, con aguas poco transparentes, en las que se registran periodos de
anoxia y abundantes nutrientes en todo el perfil vertical (Adams et al., 2000; Ruiz & Bahamonde
2003). Muestra altas fluctuaciones estacionales del nivel del agua y escasa vegetacion riberefia,
(Cabrera et al., 1977; Vila et al., 1986; Ruiz & Bahamonde, 2003), con excepcién de aquellas
zonas vecinas a cursos de agua que ingresan al embalse (Ruiz & Bahamonde, 2003). El lago
Rapel ha sido descrito hasta 1987 como mesotréfico (Vila et al., 1987); sin embargo, desde
entonces esta sufriendo un proceso acelerado de eutrofizacion (Soto et al., 1984; Adams et al.,
2000; Vila et al., 2000). Estudios sobre la distribucion espacio temporal del plancton en este
embalse, han determinado que tanto el fitoplancton como el zooplancton, presentan distribucion
heterogénea con marcadas diferencias estacionales (Soto et al., 1984; Vila et al., 1997; Araya &

Zufiiga, 1982).
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4.2 MUESTREOS Y PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

4.2.1 Estacion y fecha de muestreo

Se colectd zooplancton y agua del embalse Rapel en la estacidn "las Balsas” el 31 de Octubre del
2002. Las condiciones fisicas y quimicas del lago se muestran en la Tabla 1. La obtencidn de las
muestras y su procedimiento, tanto para el zooplancton como para el agua, se realizé de acuerdo

a Mages et al., 2001 & Woelfl et al., 2003 (Fig. 2).

4.2.2 Muestreo del agua

Las muestras de agua se colectaron a 5 metros de profundidad mediante una botella Friedinger
(Volumen: 1 litro) y se depositaron en frascos de vidrio de 100 mL, previamente lavados con
etanol. Finalmente, las muestras fueron filtradas empleando filtros de 0.2 um contenidos en
jeringas y traspasadas a frascos de PVC (0.3 litros), adicionandoles 60 uL de acido nitrico (HNO3
Suprapure, Merck Nr. 1.00441.0250), el cual contiene un bajo contenido en metales, para la

digestion de la materia orgénica y liberacion de los metales pesados.

4.2.3 Muestreo del zooplancton

Las muestras de material biolégico fueron tomadas mediante arrastres verticales y oblicuos entre
0 y 5 m, con una red de zooplancton libre de metales, la cual se conforma por un circulo de
plastico unido a la boca de la red (50 pm mesh) con un didmetro de abertura de 20 cm; al extremo
inferior de ésta, se instalé un copo de plastico no filtrante de 100 ml, unido a un peso (arena) para
que pueda hundirse (Fig. 3). La red fue construida manualmente a efectos de evitar

contaminacion por metales, lo cual se produciria con una red convencional. Las muestras fueron
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tomadas desde una balsa con el fin de evitar contaminacion, por el motor del bote, el cual se
encontraba sin funcionar y alejado de la zona de muestreo.

Las muestras de zooplancton obtenidas se depositaron en frascos de vidrio de 100-1000 mL
previamente lavados con etanol y agua destilada, y se trasladaron al laboratorio de terreno de la

Universidad de Chile en las riberas del embalse Rapel.

En el laboratorio, las muestras de los especimenes fueron lavadas 3 veces utilizando filtros de
diferentes aberturas de malla (250 um, 100 um y 50 um) con agua del lago previamente filtrada,
empleando un filtro Nuclepore de 0.2 um (Mages et al., 2001; Woelfl et al., 2003); a fin de
eliminar bacterias, sales y algas que puedan influir en los resultados de las concentraciones de los
metales. Finalmente, se trasladaron alicuotas de 2 mL a frascos de tefl6n para congelarlas en

Nitrogeno liquido.

4.2.4 Liofilizacion de las muestras de zooplancton

En uno de los laboratorios del Instituto de Zoologia, Universidad Austral de Chile, las muestras
congeladas se traspasaron a un freezer y fueron mantenidas a una temperatura aproximada de
-17 ° C. Finalmente, fueron trasladadas al Instituto de Microbiologia, Universidad Austral de
Chile, siendo liofilizadas durante 24 horas en un equipo Leybold — Heraeus modelo LYOVAC

GT 2.
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4.2.5 Seleccion y medicion de las especies zooplanctonicas

Las muestras secas de material bioldgico, se identificaron y se seleccionaron mediante un
microscopio invertido, modelo Leitz Fluovert FU y lupa Periplan GF con magnitudes de 10 X y
40 X.

Los animales se manipularon con pinzas de cerdmica previamente lavadas con alcohol al 95%, a
fin de evitar contaminacion por metales pesados a traves de pinzas convencionales.

De los individuos encontrados en la comunidad zooplancténica del embalse Rapel, se
seleccionaron 2 especies, una de copépodos (Diaptomus diabolicus) y otra de claddceros
(Ceriodaphnia dubia y Bosmina chilensis); de los cuales: 33 individuos fueron de Diaptomus
diabolicus (Fig. 4), 19 de Ceriodaphnia dubia (Fig. 5) y 37 de Bosmina chilensis (Fig. 6); con
rangos de tamafio que oscilaban entre 0.2 mm a 1.6 mm de longitud total, siendo seleccionados

los ejemplares en mejor estado.

4.2.6. Preparacion de los especimenes y determinacion del Peso Seco

Los individuos se agruparon de acuerdo a su tamafio y especie, y se depositaron en tubos
Eppendorf de capacidad de 1 mL (previamente rotulados); Posteriormente se trasladaron a
Alemania y se pesaron en una balanza ultra micro analitica Sartorius (sensibilidad 0.1ug).

Para la determinacion del peso seco, se determiné la temperatura y humedad relativa del aire y se
aplicé un factor de correccién para la humedad, a través de la siguiente formula (Mages et al.,

2001);
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Dwo=DWx / (1+Ahx*CF)

Donde:

Dwo = es el peso de la especie extrapolada a 0% de humedad.
DWx = es el peso de los individuos.

Ahx = es la humedad atmosférica relativa.

CF = es el factor de correccion (0.00293 +/- 0.00013).

A continuacion, fueron depositados en cristales de cuarzo (Carriers)(sélo contienen silice) para
no interferir en los resultados de los metales; luego, se le adicioné alicuotas de 2.5 uL de agua
deionizada para que los animales queden adheridos al cristal; y fueron evaporadas sobre una

estufa a una temperatura de 90° C para facilitar su adhesion sobre el cristal.

Antes de la determinacion de los metales en los individuos, a cada carrier se le agreg6 10 uL de
agua destilada y se secaron al aire hasta la evaporacién de los individuos. Luego, se le agreg6 5
ng de Galio como estdndar interno y 10 uL HNO3 suprapur. A continuacion, los cristales de
cuarzo fueron trasladados y secados huevamente sobre una placa térmica a 100 °C.

Finalmente, los carrier se trasladaron al UFZ-Leipzig/Halle, Departamento de Inland Water
Research, Magdeburg, Alemania, donde se determinaron los metales pesados, mediante el
analisis Total X-Ray Fluorescence Spectrometry (TXRF), de acuerdo a los procedimientos

descritos por Mages et al ., 2001; Woelfl et al., 2003.
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4.3 MEDICION DE METALES CON TXRF

4.3.1. Instrumentacion para el andlisis con TXRF

La instrumentacion que se utilizd para el andlisis fue Reflexion Radiografia Fluorescencia
Espectrometro Total 8030 C (TXRF)(FEI Company Munich, Alemania). El espectrometro estaba
provisto con un 80-mm? Si (Li) con una resolucion de 158 eV, finos focos operado a 50 kV y 55
MA y un computador con un sistema de analisis de multicanales, combinado con un programa de

espectro. El tiempo de medicion de metales fue de 1000 s.

4.3.2. Eliminacién de la materia organica por CPA

En un segundo paso, las especies fueron incineradas en un plasma frio de ceniza (Plasma-System
100, Technics Plasma GmbH, Kirchheim, Alemania). Los pardmetros fueron los siguientes:
Presion de oxigeno 1 mbar; oxigeno de alta pureza factor 4.5 (99.995% oxigeno), poder del
microonda 300 W, tiempo de la reaccion dos horas.

Para evitar contaminacion, se suministrdé oxigeno separado con tubos de plastico y un filtro con
0.2 pm de tamafio de abertura. Esta técnica se utiliza para rastrear elementos de material
bioldgico diminuto (rango - pg) debido a la [IEICICOUCHIOEE que presentan éstos sobre el cuarzo.
Permitiendo la oxidacion de materia organica, principalmente del carbono, el cual corresponde al
50 % del peso seco de los individuos, mejorando el descubrimiento de metales pesados (Woefl et
al., 2003). La oxidacion de la materia organica fue a una temperatura de -180 °C (Plasma-

sistema 100, Plasma de Technics GmbH, Kirchheim, Alemania).
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4.4 DETERMINACION DEL FACTOR DE BIOACUMULACION

Para calcular el factor de bioacumulacion de metales pesados, se dividio la concentracion de cada
metal encontrado en cada especie (cladéceros y copépodos), segun el peso de cada individuo
(ug/g) por la concentracion promedio de metales existente en el agua (ug/ L™). Pero como las
concentraciones deben estar expresadas en las mismas unidades, se asumio que un litro de agua tiene
un kilégramo de masa (con una densidad especifica del agua de 1 g/ml).
Ejemplo:
Si: La concentracion del Mn en el agua del lago es de: 26 pg L™/ 1000= 0.0026 pg mL™

La concentracion del Mn en el organismoesde  :74 pg/g DW

Por lo Tanto: El Factor de Bioacumulacién: (74 pg/g DW)/ (0.0026 pug mL )= 2836

4.5 ANALISIS ESTADISTICO

Los datos fueron analizados por los programas estadisticos: Statgraphics plus version 2.0 y
Statistics version 5.0. Las concentraciones de los metales fueron comparadas entre las tres
especies estudiadas con un andlisis de varianza, Anova a una via. Y se transformaron las
concentraciones de metales pesados en las variables dependientes a logip (X+1.5) para obtener
las condiciones de normalidad y homocedasticidad. Se aplico las pruebas "T-student” y el "test de

Tukey” con un nivel de significancia del 95 % a fin de comparar las diferencias existentes.
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V RESULTADOS

5.1 CONCENTRACION DE METALES TRAZA EN EL AGUA DEL LAGO RAPEL

Los valores maximos de concentracion de metales en el agua, presentaron el siguiente orden

jerarquico (ug L™): Mn > Fe > Cu > Ni.

La concentracién mas alta correspondi6 a 26 (ug L™) para el manganeso, 16.4 (ug L™) para el

hierro, 8.9 (ug L™) para el cobre y 2.1 (ug L™) para el niquel (Tabla 3).

5.2 ACUMULACION DE METALES PESADOS EN ESPECIES ZOOPLANCTONICOS EN

FUNCION A SU PESO

Los resultados de la acumulacién de metales pesados tales como cobre, niquel, zinc, hierro,
cromo, plomo y manganeso en las especies Diaptomus diabolicus (0.41 mm a 1.67 mm) (Grafico
1), Ceriodaphnia dubia (0.4 mm a 0.82 mm) (Gréafico 2) y Bosmina chilensis (0.38 mm a 0.5
mm) (Grafico 3) en funcion a su peso (unidad: pug elemento /g peso seco) fueron en el siguiente

orden jerarquico:

Fe >Mn>Zn>Cu > Ni>Pb. (Tabla 3).

El hierro, es el metal que presentd mayor concentracién en todos los individuos, presentando el

valor mas alto de 4485 ug/g en la especie de B. chilensis, y el mas bajo de 90 ug/g en D.
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diabolicus (Grafico 6). En cuanto al Mn, presentd la concentracion mas alta en Ceriodaphnia
dubia con un valor de 271 pg/g y el méas bajo en Diaptomus diabolicus con 17 pg/g (Gréfico 5).
Con respecto al Zn, este presentd un valor méximo de 198 pg/g y un valor minimo de 51 pg/g en
la especie Ceriodaphnia dubia (Gréafico 9). El Cu presentd un valor superior de 144 ug/g en la
especie de Ceriodaphnia y un valor minimo de 17 pg/g en Diaptomus (Gréfico 8). EI Ni presentd
las concentraciones mas bajas con respecto a los otros metales, obteniendo el valor mas alto de 36
1g/g en la especie de Ceriodaphnia dubia (Gréfico 4), al igual que el plomo, a diferencia que éste

fue el que presento las concentraciones mas bajas de todos los metales analizados (Gréfico 6).

Dentro de las tres especies, la que presentd una mayor concentracion en la mayoria de los metales
fue Ceriodaphnia dubia (1.31 - 6.07ug peso seco), luego, Bosmina chilensis (1.08 - 6.77 g peso
seco) y las concentraciones mas bajas la obtuvo Diaptomus diabolicus (1.01 - 34.87 pg peso
seco) (Tabla 4).

De acuerdo a estas diferencias, las muestras fueron sometidas a un analisis de varianza, Anova a
1 via, 3 niveles para todos los metales (Tablas: N°5 a la N°11) las cuales mostraron diferencias
entre los elementos y las especies, salvo en el cromo (P- valor: 0.98) (Tabla 5). A continuacion se
les aplico el test posterior de Tuckey, el cual indic6 que existian diferencias significativas entre el
Copépodo Diaptomus y los Claddceros, Bosmina y Ceriodaphnia. En el caso del zinc s6lo existio
diferencia significativa (P valor: 0.0125) entre Diaptomus y Bosmina. Entre los cladoceros no se

determinaron diferencias significativas (Tabla 10).
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5.3 DETERMINACION DEL FACTOR DE BIOACUMULACION DE METALES EN

ESPECIES ZOOPLANCTONICAS.

De acuerdo a la especie y peso, la secuencia obtenida para el factor de bioacumulacion fue la

siguiente (Tabla 12):

e EnC.dubia: Fe > Cu~x Ni > Mn.
e En B. chilensis: Fe > Cu > Ni > Mn.

e EnD. diabolicus: Fe > Cu > Ni > Mn.

El hierro registra el factor de bioacumulacién mas alto en las tres especies, con un valor de
273000 en Bosmina, casi duplicando el factor de bioacumulacion que presentd Ceriodaphnia con
173000 y quintuplicando a Diaptomus, el cual presentd un factor de bioacumulacién de 34000
(Tabla 12).

El cobre registro el segundo factor de bioacumulacién mas alto con respecto a los otros metales
analizados, con un factor de 16000 en la especie de Ceriodaphnia dubia; duplicando el factor que
presentd Diaptomus con 8207 (Tabla 12); En el caso del Mn, lo factores de bioacumulacion,
Ceriodaphnia (10432) y Bosmina (7206) acumulan 4 a 5 veces méas que Diaptomus (2183)(Tabla

12).
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54 COMPARACION DE LA BIOACUMULACION DE METALES EN LOS

MICROCRUSTACEOS DEL LAGO RAPEL V/S LAGO LAJA

Al comparar las concentraciones de metales en los microcrustaceos del Lago Rapel con los
microcrustaceos del lago Laja, se observd que en el lago Rapel existe una mayor acumulacién por
parte de los organismos, especificamente para el cobre, con una media de 69.0 para Bosmina y
47.2 para C. dubia en Rapel y 7.87 para D. pulex en el lago Laja, encontrdndose diferencias
significativas entre los cladéceros (Tabla 13). En cuanto al hierro, las medias observadas fueron
de 1990 y 882 para B. chilensis y para C. dubia en Rapel respectivamente, y 654 para D. pulex en
el lago Laja, encontrandose diferencias significativas igualmente en la acumulacion para ambos

lagos.

La diferencia significativa mas importante (con un p valor: 0.00) radica en la acumulacion del Cu
presentada por los microcrustaceos del lago Rapel, las cuales fueron hasta casi 8 veces mas, en
relacion con el L. Laja y casi 4 veces mas para el hierro (Tabla 13). Con respecto a la
acumulacion presentada para los otros metales tales como Zn, Mn, Ni, estos también presentan
diferencias significativas en la acumulacion presentadas por las especies, pero en menor grado si

se compara con la acumulacion de cobre y hierro (Tabla 13).
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VI DISCUSION

En general, las concentraciones de metales pesados cuantificadas en el presente estudio en las
aguas del lago Rapel, durante Octubre del 2002, no sobrepasan los niveles establecidos por la
Norma Chilena de Uso de Aguas Para Riegos (NCh 1 333/1978), ni los limites maximos
permitidos para la descarga de residuos liquidos a cuerpos de agua lacustre (Republica De Chile

D.S. N°90, 2000), para los metales: Cu, Cr, Fe, Ni, Mn'y Zn (Tabla 3).

En relacién a concentraciones de metales pesados cuantificados en cuerpos de agua, antecedentes
recopilados por Wetzel (1981), indica que la cantidad normal de hierro que se encuentra en la
superficie oxigenada de aguas naturales con un pH entre 5 y 8 se encuentran en un rango de 50 a
200 (fig/L), de acuerdo a ésto, se puede inferir que las concentraciones determinadas en el lago
Rapel (16.4 pg/L) se encuentran dentro de los parametros normales. Con respecto a otros metales
cuantificados, concentraciones medias en las superficies de lagos y rios mundiales es de 35 pg/L
para el manganeso y 10 ug/L para el cobre, si se comparan estos valores con los niveles de
manganeso (26 pg/L) y cobre (8.9 pg/L) obtenidos en Rapel, se puede inferir que las
concentraciones encontradas en éste lago registran un nivel inferior a las concentraciones descritas

por la literatura a nivel internacional, al igual que los otros metales analizados.

Sin embargo, al establecer tales comparaciones, hay que considerar otros factores tales como las
caracteristicas de los cuerpos de agua, si son naturales o artificiales, condiciones fisico quimica,
como también factores hidrologicos como el caudal y recambio de agua, el cual puede influir
significativamente en el comportamiento de los ciclos biogeoquimicos en este embalse

(Dussart,1984).
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Por otra parte, cuando se establece un analisis comparativo a nivel Nacional, entre las
concentraciones de metales pesados obtenidos en el lago Rapel y los antecedentes
proporcionados por Mages et al., (2003), en cuerpos de agua sin influencias de relaves (lagos
Panguipulli y Llanquihue), muestran que las concentraciones en el agua del lago Rapel
sobrepasan considerablemente a las concentraciones encontradas en dichos lagos
nordpatagénicos (Tabla 3). De este modo se puede verificar que los valores encontrados en el
lago Rapel, para los metales Fe (16.4 pg L-Y), Cu (8.9ug L™) y Mn (26ug L-%), corresponden a
valores que son 2.1, 11 y 18 veces mas altas que las determinadas en el lago Panguipulli, para el
Hierro, Cobre y Manganeso, respectivamente; mientras que cuando se realiza el mismo analisis
comparativo con el lago Llanquihue, dichas concentracion son 2.4, 2.7 y 18 veces més altas en el
lago Rapel (Tabla 3). Lamentablemente, no fue posible establecer un analisis estadistico entre las
concentraciones de dichos metales entre los tres cuerpos de agua, debido a la escasa

disponibilidad de datos.

Por lo anterior, de acuerdo a los resultados encontrados en el presente estudio se podria inferir que
las concentraciones de metales pesados del lago Rapel se encuentran dentro de los rangos
establecidos por la normativa vigente, sin embargo, sus valores son superiores si se comparan con

otras concentraciones encontradas en lagos nacionales, como los recientemente mencionados.

Los niveles de metales pesados encontrados en el agua del embalse Rapel, estan relacionadas
directamente con las caracteristicas fisicas y quimicas del ambiente, como dureza, materia
organica, temperatura, oxigeno disuelto y pH; de acuerdo al ultimo factor mencionado, se ha

determinado que el pH influye directamente en la solubilidad de los metales pesados (Murgel,
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1984; Gagneten & Vila, 2001). En este contexto, en el presente estudio se encontré que el
manganeso, presentd las concentraciones mas altas (26 ug/L), a lo cual se debe adicionar que
posee una solubilidad considerablemente mayor que la del hierro, de manera que en el lago
Rapel se registré una concentracion de 16.4 ug/L. Finalmente en lo que respecta al Cobre este

presento la menor concentracion con solo 8,9 ug/L.

Estudios realizados por Fleming & Trevors, (1989) y Gagneten & Vila, (2001), revelan que el
cobre alcanza un nivel toxico en sus formas idnicas a concentraciones sobre 5 ug/L y a un pH 6
en la mayoria de cuerpos de agua dulce; sin embargo, las idénticas concentraciones no estarian
produciendo efectos negativos a un pH 8; lo cual podria explicar si las concentraciones existentes
tienen un efecto toxico para las especies, de acuerdo so6lo a esto, por lo tanto, se podria inferir
gue en el embalse Rapel las concentraciones de cobre determinadas (8,9 ug/L), no tendria efectos
toxicos debido a que el pH del embalse, tiende alta alcalinidad. En este sentido, de acuerdo a los
antecedentes proporcionados por Vila et al. (1997); Vila et al., (2000) y Roa, (2001), se indica
gue eLEmbalse Rapel ha recibido relaves con niveles significativos de sulfato de cobre durante
los dltimos quince afios, lo cual ha contribuido a alcalinizar las aguas y a cambiar una serie de

parametros hasta la fecha.

Vila et al., (1987) caracteriza al embalse Rapel como un lago mesotréfico monomictico
temperado en proceso de eutrofizacion. Sin embargo, a partir del afio 1987, autores como: Vila et
al., (1997); Vila et al., (2000) y Roa, (2001), sefialan que este cuerpo de agua evidencia severos
cambios en una serie de pardmetros ambientales; esto Gltimo como consecuencia de la

intensificacién de actividades turisticas, agricolas, domésticas e industriales, las cuales se
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desarrollan preferentemente en las riberas del embalse, y cuyos desechos (riles y aguas servidas),
son evacuados directamente al lago sin ningun tipo de tratamiento (Adams et al., 2000).

Por otra parte, a este incremento en las cargas de materiales organicos e inorganicos, que recibe
el embalse, debido a las actividades antropogeénicas, se deben agregar los riles provenientes de
las actividades mineras. Estas se han incrementado con la creacion del embalse de relaves
Carén de la Division Codelco, Chile (Vila et al, 1997; Adams et al, 2000; Roa, 2001). En este
contexto, hay que considerar que del mineral extraido, s6lo el 2% corresponde al metal de interes,
el resto es descartado como desecho, el 50% material estéril, 44% relaves y 4% escorias (LOpez,
2003). De esta forma en promedio, se generan 28 toneladas de relave por cada tonelada de
concentrado de cobre producido, siendo sélo 10 kilogramos de cobre y los 990 kilogramos
restantes, son desechos, los cuales son evacuados al tranque de relaves Caren (L6pez, 2003). Por
lo anterior, un manejo descuidado de los desechos de mina pueden constituir un serio riesgo
ambiental, para los cuerpos de agua al generarse arrastres de desechos y residuos, causados por
las precipitaciones y/o eventualmente debido a crecidas de rios y avalanchas. Estos eventos
pueden conducir a crear fendbmenos de acidificacion de las aguas, solubilizacién de metales,
arrastre de sedimentos (situacién que se constatd en el caso de la bahia de Chafaral) y
contaminacion de napas subterraneas (Lépez, 2003). De alli la importancia de cumplir con la
normativa vigente, tanto en lo que respecta al manejo de los residuos sélidos, como de los

vertidos de los residuos liquidos a los cuerpos de agua y en especial a los sistemas Iénticos.

Por otra parte, es importante sefialar que los afluentes principales del embalse Rapel: rios
Cachapoal, Tinguiririca y estero Alhué (Araya & Zulfiga, 1982; Vila et al., 1997; Ruiz &

Bahamonde, 2003), también contribuyen con una carga natural de metales. En este caso el
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Departamento de Normalizacion y Control de Chile (1992), asegura que el rio Cachapoal,
conformado por los subsistemas fluviales Fangal y Coya, se caracteriza por presentar aguas con
una carga importante de cobre disuelto (22.57 mg/L); ademas se agrega que el Tinguiririca
igualmente presenta contenidos altos de manganeso (0.06 mg/L). Estas cargas de minerales
serian consecuencia de eventos fortuitos ocurridos a principios del siglo XX (1911-1915), que
cargaron de minerales los lechos de los rios. Por lo anterior, se debe tener en consideracion que
actualmente, todavia se siguen derramando accidentalmente depdsitos de relaves a dichos
cuerpos de agua (Folchi, 2003), lo que contribuye a incrementar las concentraciones de metales

en el embalse.

En el caso del cobre, este mineral en la actualidad no estaria produciendo efectos tdxicos
directamente sobre la biota acuéatica del embalse; no obstante, puede estar produciendo efectos de
bioacumulacién en algunos eslabones de la cadena trofica acuatica y ademas; eventualmente
puede estar integrandose a las tramas troficas terrestres, debido al empleo del agua en actividades
de regadio (Gagneten & Vila, 2001). Situacién que es mencionada y destacada por informes
técnicos de CODELCO, los que evaltan positivamente el aprovechamiento de dichas aguas para
el riego agricola de tipo intensivo, regando plantas y hortalizas; y ademas, el abastecimiento de

agua potable a una densa red de pequefias y medianas ciudades de la region.

La interpretacion y obtencion de las condiciones ambientales determinadas mediante
cuantificaciones directas de metales pesados en la masa de agua, tiene algunas desventajas debido a
que los metales se pueden encontrar en muy baja concentracion, presentar una gran variabilidad

espacial y temporal; por lo tanto, muchas veces la presencia no esta relacionada con la
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disponibilidad para los organismos (Paredes, 1998; Alarcon, 2003). Por esta razon, actualmente,
existen métodos alternativos que tienen relacion directa con la biota ya que trabajan con
organismos y son ampliamente utilizados para monitorear metales pesados en sistemas acuaticos
(Mages et al, 2001; Mages et al, 2003).

Estos métodos consisten en cuantificar la abundancia o biodisponibilidad de contaminantes de
acuerdo a la concentracion presente en los tejidos de los animales, los cuales son referidos como
bioindicadores o biomonitores (Ying et al., 1993; Mages et al., 2001; Mages et al., 2003). Siendo
éstos, especies 0 comunidades de organismos cuya presencia, comportamiento o estado
fisiologico, presenta una estrecha correlacion con determinadas circunstancias del entorno, por lo
gue pueden utilizarse como indicadores de éstas (Ongley, 1997; Dobson & Gilpin, 1999); En
cuanto a los organismos acuéticos estos pueden acumular concentraciones mucho mas altas, de

las que se encuentran a su alrededor (Yasuno & Whitton, 1986).

Las concentraciones que se acumularon en estos individuos acuaticos (cladoceros y copépodos),
proporcionan una relacion esencial entre la concentracion de metales en el ambiente y los efectos
de éstos sobre la biota. En este contexto, la bioacumulacion que presentaron los animales en el
presente estudio, y de acuerdo a las concentraciones relativas al peso (ug/gr) (Tabla 4), las cuales
fueron sometieron a un analisis de Ano va (Tabla 6 a la 12) y a un test de Tuckey, presentando
diferencias significativas entre las especies y metales salvo en el cromo, con un p-valor: 0.98
(Grafico 10), especificamente entre el Copépodo (D. diabolicas) y los Claddceros (B. chilensis y

C. dubia) (Graficos 4 al 9).
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Estas diferencias se pueden producir a causa de que la acumulacion de metales pesados por parte
de los organismos acuéticos es influida por varios factores, tales como: localizacion, fluctuaciones
estacionales, profundidad, temperatura y salinidad; condiciones fisiologicas del animal, etapa de

vida del organismo y modo de alimentacion (Martincin'c et al., 1984; Chang et al., 2002).

De acuerdo con lo sefialado anteriormente, la fisiologia controla primordialmente la ingesta de
metales, como la toma del metal desde la fase disuelta y su tasa de depuracion, dependiendo
principalmente del consumo de los individuos (Ying et al., 1993; Chang et al., 2002). En cuanto
a las conductas alimenticias de los animales, éstas son especificas para cada especie, por
ejemplo, si se compara la conducta alimenticia de claddceros y copépodos filtradores, los
claddceros no son selectivos como los copépodos calanoideos, los cuales presentan humerosos
quimiorreceptores en las sedas de sus piezas bucales (Haney, 1985; Gonzalez de Infante, 1988;
Villalobos, 2002), sin embargo, tanto claddceros corno copépodos, poseen la misma
alimentacion, fitoplancton, ademas de las fuentes alternas de nutricion como: material detritico y

bacterias (Reinfelder & Fisher, 1991).

De acuerdo a los resultados en el presente estudio, la distribucion de la concentracion de los

metales acumulados en las especies presenta el mismo patron en el siguiente orden jerarquico:

Fe>Cu >Ni >Mn.

En este sentido, la captacidn del metal va en el mismo orden para las tres especies estudiadas, ya

sea directamente de la dieta (principalmente algas), o directamente del agua.
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En cuanto a las concentraciones de metales mas altas encontradas en los individuos,
corresponden al hierro, el cual se puede relacionar con las altas concentraciones de este tanto en
el fitoplancton como en el agua. Debido a que el hierro, cumple una funcién en el proceso
enziméatico de sintesis de clorofila y proteinas, y en el metabolismo respiratorio de todo
protoplasma viviente (Wetzel, 1981).

Por otra parte, el manganeso se encontrd0 en menores concentraciones en los organismos,
presentando una gran concentracion en el agua, lo que estaria indicando que este elemento tiende
a ser menos acumulado por el fitoplancton y en consecuencia por los animales, debido a que la
asimilacion y acumulacién de los metales son principalmente asociados con las particulas de
alimento, corroborando con ésto, que los animales poseen una misma alimentacion, como se
menciono anteriormente.

Antecedentes emitidos por Gonzélez de Infante (1988), afirma que las algas contienen una alta
cantidad de hierro y otros elementos como Mg, Ca, Na, Mn, Cu, Zn, entre otros, siendo utilizados
por los organismos para su funcionamiento como requerimientos biolégicos, en cuanto a los no
esenciales, son poco asimilados por parte del zooplancton (Fisher, 1985). Los metales esenciales,
juegan un rol fundamental en el metabolismo de algunas especies como micronutrientes (cobre y
zinc) (Murgel, 1984; Langston, 1990; Rainbow, 1997; Garcia et al., 2002); Con respecto a esto,
existen animales que poseen mecanismos para acumular, al menos, pequefias cantidades de
ciertos metales. En el caso del zinc, es mas abundante en especies que lo requieren normalmente
en la actividad catalizadora de sus enzimas y en su requerimiento normal metabdlico (Nelson,
1996; Martinci'c et al., 1984). En el caso del cobre, cumple una funcion en el metabolismo de los
organismos, por lo que la rapida acumulacion de cobre disuelto, es asociada con tejidos internos o

fuertemente encontrados a la superficie de los animales (Chang et al., 2002).
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Con respecto a la eliminacion de los metales, algunos de estos tienen una fuerte tendencia a ser
vinculado a las proteinas, como un requerimiento biol6gico y o una regulacién esencial del metal.
Siendo el intestino una importante via de eliminacion de los metales en organismos tales como
crustaceos y moluscos; en el caso de Mytilus edulis, con respecto al hierro, estos acumulan altas
concentraciones, pero el 30% es eliminado por medio de las fecas via intestino (Brown, 1986). En
consecuencia, el orden de las concentraciones de los metales que acumulan los animales,
posiblemente se deben al tipo de alimentacién, como también a las funciones que cumplen ciertos

metales en tales organismos acuaticos.

Sin embargo, aunque las concentraciones de los metales en los organismos van en el mismo
orden en las tres especies, los factores de bioacumulacién determinados fueron mas altos en las
especies de claddceros (Ceriodaphnia y Bosmind) los cuales tienen un tamafio y peso menor.
Mientras que Diaptomus que es la especie mas grande, presentd los factores de bioacumulacion
mas bajos con respecto a las otras 2 especies, con lo cual se podria sugerir, que el tamafo
corporal es una variable que también influye en el nivel de acumulacion de los metales pesados
(Cossa et al., 1980; Haney 1985; Nelson, 1996). Segun Cossa et al., (1980) los Mytilidos més
pequefios contienen una mayor cantidad de metales, que los individuos' mas grandes. A este
respecto, estudios realizados por Nelson (1996), determinaron que en Mytilus edulis, las bajas
concentraciones en los individuos de mayor tamafio, pueden estar asociada con una disminucion
en la ingestion de metales en la dieta o asociada como una dilucion del tejido animal en

crecimiento; como también, una disminucion de las actividades fisiologicas (Chang et al., 2000).
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Por otra parte, algunos estudios determinan que la acumulacion de ciertos metales, tales como Fe
y Mn, presentan variaciones, atribuyéndolas a patrones reproductivos y a variaciones en la
actividad metabolica de los animales (Cossa et al., 1980; Howard & Brown, 1983). En este
contexto, segun Eisler (2000), las concentraciones de algunos metales en organismos acuaticos
de agua dulce, disminuyen con el aumento de la edad y crecimiento, como también varian de
acuerdo al sexo, tejido u 6rgano. Con respecto a estos ultimos puntos, esto es coincidente con
este estudio, debido a que se pudo observar que la mayoria de claddceros especificamente Bosmina

presentaba huevos.

Por otra parte, cuando se establece un analisis comparativo entre los resultados obtenidos por
Woelfl et al., (2003), respecto a la acumulacion de metales pesados entre los microcrustaceos del
lago Laja (D.pulex), y los resultados de obtenidos en el presente estudio en el embalse Rapel
(C.dubiay B.chilensis), se determind que existen diferencias significativas en las concentraciones
de Mn (P-valor: 0.012), Fe (P-valor: 0.004), Ni (P-valor: 0.000), Cu (P-valor: 0.000), Zn (P-
valor: 0.030) (Tabla 12). De acuerdo a las diferencias encontradas en los metales, las mas
predominantes son para el hierro, el cual se contiene hasta tres veces mas en la especie
B.chilensis, y para el niquel, el cual se contiene hasta dos veces en la especie C.dubia, ambos en
el lago RapeL La diferencia mas importante, se determiné para el Cu, el cual se contenia hasta 8

veces mas en los microcrustaceos del lago Rapel (P valor < 0.05) (Tabla 12).

Esto probablemente se debe a que el lago Rapel contiene 5 veces méas cobre en sus aguas que el
lago Laja. De esta manera, se evidenciaria que las especies que se encuentran sometidas a
mayores concentraciones en este caso de Cobre, u otros metales, tienden a acumular mayores

cantidades de metales en su organismo.
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En consecuencia, de acuerdo a los resultados obtenidos en el presente estudio se puede verificar
la existencia de una relacién directa entre las concentraciones de metales pesados cuantificados
en el agua y el contenido de dichos metales en los animales. De esta manera se pone en evidencia
que el agua de los relaves de cobre influyen directamente en la bioacumulacion de este mineral

en los organismos constituyentes del zooplancton.
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CONCLUSIONES

De esta manera se puede concluir:

El agua del lago Rapel:

Presenta concentraciones de metales pesados dentro de los limites Nacionales establecidos
por la Norma Chilena de Uso de Aguas Para Riegos (NCh 1 333/1978) y para los Limites
Maéaximos Permitidos para la descarga de Residuos Liquidos a cuerpos de agua lacustre, sin
embargo, estas concentraciones son superiores si se comparan con otros lagos a nivel
Nacional.

Con respecto a las Normas Nacionales mencionadas anteriormente para determinar las
concentraciones maximas permitidas para los metales pesados, se podrian considerar otros
pardmetros, como factores hidrologicos por ejemplo, caudal, tasa de renovacion, etc.

Los metales pesados que tuvieron mayores concentraciones fueron el Fe, Mn, Cu, y los que
presentaron menores concentraciones fueron el Zn, Ni.

Segun la concentracion promedio de metales, en el agua del lago se puede ver el siguiente
orden jerarquico: Mn >Fe>Cu>Ni >Zn

La interpretacion y cuantificacion de los metales pesados determinados directamente del
agua, tiene algunas desventajas debido a que los metales se pueden encontrar en muy baja
concentracion, presentar una gran variabilidad; por lo tanto, muchas veces la presencia no

esta relacionada con la disponibilidad para los organismos.

En organismos del lago Rapel:

Las concentraciones encontradas méas altas de metales fueron Fe y Mn, en cambio las

concentraciones mas bajas fueron de Pby Cr.
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» Segun el factor de bioacumulacién, se puede ver el siguiente orden (en forma decreciente):
Fe > Cu > Ni > Mn.

» Esta secuencia se puede deber a los habitos alimenticios y requerimientos nutricionales de
los animales, los cuales por absorcion directa o por filtracion retienen metales.

. En la mayoria de los metales, la especie que mas acumulo fue Ceriodaphnia dubia,
especificamente en el hierro, con un valor de 4485 pg/g. Y la especie que menos acumulg,
fue Diaptomus diabolicus con un valor mas alto en el hierro de 564 pg/g.

» El tamafio corporal es una variable que también influye en el nivel de acumulacién de los
metales pesados, los organismos mas pequefios (cladéceros) fueron los que acumularon
mas metales, posiblemente debido a que las concentraciones varian segun la edad y
crecimiento, como también del sexo, tejido u 6rgano.

. La bioacumulacién de los microcrustaceos del Lago Rapel, en relacion con la
bioacumulacion de los microcrustaceos del lago Laja, fue mucho mayor, en casi todos los
metales, pero especificamente en el cobre, corroborando que la cantidad de metales

presentes en el agua tienen una relacion directa con los microcrustaceos.

Por lo tanto, el lago Rapel corresponde a un cuerpo de agua con alteraciones producto del
impacto antropogénico, difusas y puntuales, las que se reflejan especialmente en los mayores
contenidos de cobre tanto en el agua, como en los animales comparados con otros lagos de Chile.
De acuerdo a los valores estudiados, se puede concluir que la hipdtesis planteada en este trabajo
es aceptada, ya que los microcrustaceos presentaron una acumulacion de metales de acuerdo a las
concentraciones existentes en el medio que los rodea, siendo mayor en el ecosistema del lago

Rapel, el cual contiene una mayor concentracion de metales.
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EMBALSE RAPEL

@ Sompling sites

Fig. 1. Localizacion geografica del area de estudio, ubicado en la sexta region, Embalse Rapel,

Chile.
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Fig. 2. Resumen Esquematizado sobre el procedimiento y medicion de los metales en los

microcrustaceos, segun metodo TXRF (Mages et al., 2001; Woelfl et al., 2003).
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Fig. 3. Las muestras de zooplancton se colectaron con una red con apertura de malla entre 50 y

90 um de diametro.

Fig. 4. Ejemplo de la medicion de longitud de Diaptomus diabolicus después de ser liofilizado.



Fig. 5. Ejemplo de la medicion de longitud de Ceriodaphnia dubia después de ser liofilizado.

Fig. 6. Ejemplo de la medicion de longitud de Bosmina chilensis después de ser liofilizado.
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Grafico N°1: Concentraciones de Zn, Mn, Pb y Cu (ug/g) versus Peso seco (ug) en el lago Rapel

en Diaptomus diabolicus.

Ceriodaphnia dubia

Grafico N°2: Concentraciones de Zn, Mn, Pb y Cu (ug/g) versus Peso seco (ug) en el lago Rapel

en Ceriodaphnia dubia.
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Gréfico N°3: Concentraciones de Zn, Mn, Pb y Cu (ug/g) versus Peso seco (ug) en el lago Rapel

en Bosmina chilensis.
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Gréfico N°8: Comparacion de las concentraciones de Cu (ug/g) versus Especie.

46



2.35
2.25
2.15
=]
2.05 (=]
(@]
=
N 195 =
1.85
_T— Non-Outlier Max
1.75 . . Non-Outlier Min
[ 75%
25%
1.65 = .
Diaptomus Ceriodaphnia Bosmina Median
ESPECIE

Gréfico N°9: Comparacion de las concentraciones de Zn (ug/g) versus Especie.

1.3
1.1 -
0.9 1
g
5 0.7
x
O
=]
0.5
=]
0.3 —T— Non-Outlier Max
Non-Outlier Min
I — 1 75%
25%
0.1 = .
Diaptomus Ceriodaphnia Bosmina Median
ESPECIE

Gréfico N°10: Comparacion de las concentraciones de Cr (ug/g) versus Especie.



ANEXO Il

TABLAS

48



Tabla 1: Caracteristicas fisicas del lago Rapel en el muestreo.

Parametro Valor
Temperatura (°C) (0O m) 19.6
(12 m) 18.8
Profundidad maxima 12m
pH (Om) 7.8




Tabla 2: Andlisis fisico quimico de las aguas del embalse Rapel 03/23/03.

Parédmetro Unid. valor
pH 7.75
Conductividad uS/cm 385
Solidos Totales Disueltos mg/L 385
Alcalinidad meq/L 1.4
Dureza Alemana d°H 8.5
Dureza Total mval/L 3.03
Color Unid.Pt-Co 62
Turbidez mg/L 3

P total ug/L 177.6
PO,-P ug/L 20
N org. ug/L 159.64
NO,-N ng/L 20.82
NOs-N Hg/L 690.5
NH3-N ng/L 37.6
DQO mg/L 13.6
Clorofila "a" ug/L 29
Feopigmentos ug/L 6.1
Clor. sin feopigmentos ug/L 22.9
Seston Total mg/L 30.0
Seston organico mg/L 19.4
Seston inorganico mg/L 10.6
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Tabla N°3: Comparacion de las concentraciones de algunos metales del agua del lago Rapel con
las concentraciones de otros dos lagos Chilenos (Mages et al., 2003). Concentraciones maximas
permitidas por la Norma Ch 1 333/78 modificada en 1987. Limites maximos permitidos para la

descarga de residuos liquidos a cuerpos de agua lacustre D. S. N 90 de 2000.

Limites maximos para la | Concentraciones
Lago Lago Lago descarga de residuos maximas de
Elementos | Rapel |Panguipulli | LIanquihue |liquidos a cuerpos de elementos en agua
agua lacustre para riego
Promedio | Promedio | Promedio Limite Mé&ximo Limite Mé&ximo
(ng/L) (ng/L) (ng/L) (ng/L) (ng/L)
Mn 26 <1.4 <1.4 500 5000
Fe 16.4 7.7 6.3 2000 5000
Ni 2.1 <0.8 <0.8 500 200
Cu 8.9 0.8 33 100 200
Zn <2.0 1 13 5000 2000
Pb <15 0.8 1.1 200 5000




Tabla 4: Rango (minimo-méaximo) de concentraciones (en pg/g) de metales pesados en las tres

especies zooplanctonicas estudiadas.

Metal Rango(1g/g)
Diaptomus Bosmina Ceriodaphnia

Rango Peso: Rango Peso: Rango Peso:

1.01-34.87ug | 1.08-6.77ug 1.31- 6.07ug
Cr 0.0-7 0.0-9 0.0-10.6
Mn 17-57 60-187 51-271
Fe 90-564 1473-4485 658-2841
Ni 0.0-16 6-16.8 8 -36
Cu 17-73 36-124 47-144
Zn 58-149 83-151 51-198
Pb 0.0-20 0.0-8.7 3-15

Tabla N°5: Analisis de Varianza para el Cromo, Tabla Anova a 1 via 3 niveles.
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TABLA ANOVA (1 VIA, 3 NIVELES)
Suma de GL Cuadrado | Valor F | Valor P
Fuente de variacion | cuadrados Medio
Entre grupos 0.00394 2 0.0019702 0.02 0.9803
Dentro de grupos 4.35001 44 0.0988639
Total 4.35395 46




Tabla N°6: Analisis de Varianza para el Manganeso, Tabla Anova a 1 via 3 niveles.

TABLA ANOVA (1 VIA, 3 NIVELES)

Suma de GL Cuadrado | Valor F Valor P
Fuente de variacion | cuadrados Medio
Entre grupos 3.23101 2 1.6155 51.22 0.0000
Dentro de grupos 1.3878 44 0.031541
Total 4.61881 46
Tabla N°7: Analisis de Varianza para el Hierro, Tabla Anova a 1 via 3 niveles.
TABLA ANOVA (1 VIA , 3 NIVELES)
Fuente de Suma de GL Cuadrado | Valor F Valor P
variacion cuadrados Medio
Entre grupos 8.71978 2 4.35989 73.99 0.0000
Dentro de grupos | 2.59283 44 0.0589279
Total 11.3126 46
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Tabla N°8: Analisis de Varianza para el Niquel, Tabla Anova a 1 via 3 niveles.

TABLA ANOVA (1 VIA, 3 NIVELES)

Suma de GL | Cuadrado Medio | Valor F |Valor P
Fuente de variacion cuadrados
Entre grupos 4.17334 2 2.08667 26.05 | 0.0000
Dentro de grupos 3.52504 44 0.0801146
Total 7.69838 46

Tabla N°9: Analisis de Varianza para el Cobre, Tabla Anova a 1 via 3 niveles.

TABLA ANOVA (1 VIA , 3 NIVELES)

Suma de GL Cuadrado | Valor F Valor P
Fuente de variacion | cuadrados Medio
Entre grupos 0.804059 2 0.40203 13.25 0.0000
Dentro de grupos 1.33468 44 0.030333
Total 2.13874 46
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Tabla N°10: Analisis de Varianza para el Zinc, Tabla Anova a 1 via 3 niveles.

TABLA ANOVA (1 VIA , 3 NIVELES)

Suma de GL Cuadrado | Valor F Valor P
Fuente de variacion | cuadrados Medio
Entre grupos 0.143091 2 0.071556 4.85 0.0125
Dentro de grupos 0.649182 44 0.0147541
Total 0.792273 46
Tabla N°11: Analisis de Varianza para el Plomo, Tabla Anova a 1 via 3 niveles.
TABLA ANOVA (1 VIA, 3 NIVELES)
Suma de GL Cuadrado | Valor F Valor P
Fuente de variacion | cuadrados Medio
Entre grupos 1.08236 2 0.54118 6.32 0.0039
Dentro de grupos 3.76884 44 0.0856554
Total 0.792273 46
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Tabla 12: Factor de Bioacumulacion, segun la concentracion de metales en los organismos (ug/g

DW) de acuerdo al peso de cada individuo y la concentracion de metal en el agua (ug/ml). n.c =

no calculado.

Elementos Rango de
(hg/9) Bioacumulacion

Bosmina Ceriodaphnia Diaptomus
Mn 2667-7206 2828-10432 654-2183
Fe 90599 -273462 | 47830-173245 | 5480-34401
Ni 2984-8012 4737-16617 0-7440
Cu 4659-13973 5228-16224 1887-8207
Zn n.c n.c n.c
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Tabla 13. Comparacion entre los resultados obtenidos por el analisis TXRF de metales pesados
en microcrustaceos del L. Laja (D. pulex) y del embalse Rapel (C. dubia, B. chilensis).
Promedio, Desviacion estandar del promedio (SE) y Mediana. Todas las concentraciones son
dadas en pg g*. Las diferencias entre los promedios de los metales entre las tres especies fueron

aplicando el test-t Student. Diferencias significativas P < 0.05.

D. pulex C. dubia B. chilensis Diferencia
Elemento (n=70) (n=14) (n=12) Significativa entre P-value
Promedio £ SE | Promedio + SE | Promedio + SE Las especies
Mediana Mediana Mediana
Mn 67824 111+21 102 + 11 D.pulex — C.dubia 0.028
66.5 750 94.0 D.pulex — B.chilensis 0.012
Fe 679 +31 1240 + 210 2420 + 320 D.pulex — B.chilensis 0.000
D.pulex — C.dubia 0.020
654 882 1990 C.dubia - B.chilensis | 0.004
Ni 7.99 +0.52 16.8+2.2 10.3+1.1 D.pulex — B.chilensis 0.000
D.pulex — C.dubia 0.000
6.45 126 8.9 C.dubia - B.chilensis 0.019
Cu 8.09+0.14 62.7+9.4 67478 D.pulex — C.dubia 0.000
7 87 472 69.0 D.pulex — B.chilensis 0.000
Zn 90.3+1.1 102 £ 11 115+6 D.pulex — B.chilensis 0.030
90.6 86.8 110
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