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INTRODUCCION

El puerto de San Antonio se ubica en la V regién de Valparaiso y actualmente es el
puerto mas importante del pais, llegando el 2003 a transferir 9.7 millones de toneladas de
carga. Esta dedicado especialmente a la transferencia de contenedores, graneles
liquidos y sdélidos, tanques para depédsito de liquidos, pesca artesanal, actividades
industriales, reparacién de naves pesqueras y servicios turisticos

Al ser uno de los principales puertos del pais, y debido al crecimiento de la
economia en las ultimas décadas, se ha originado un incremento tanto en las
exportaciones como importaciones que a través de él transitan. Tal incremento, va ligado
a un mayor trafico de naves, mayor numero de residuos y la necesidad creciente de
aumentar la infraestructura portuaria, generando un impacto cada vez mayor en el
ecosistema marino de la zona. Las politicas ambientales nacionales e internacionales
denotan la necesidad no solo de realizar monitoreos de calidad de agua, sino de medir los
efectos reales en las comunidades del sector.

Actualmente, existen estudios fisicoquimicos de la calidad del agua del lugar, por
lo cual no es conocido su efecto sobre los organismos vivos. Ello demuestra la necesidad
de obtener y evaluar informacién desde el punto de vista de los individuos y no desde la
concentracién, ya que la exposicion por si sola no es suficiente para evaluar un impacto
sobre las especies que habitan el sector.

El presente estudio determinara la calidad del agua del puerto de San Antonio y su
efecto en la fertilizacion de Tetrapygus niger en base a criterios ecotoxicolégicos de

bioensayos de fertilizacién en diversos puntos de la bahia del puerto
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OBJETIVOS

= Objetivo General

Determinar la calidad ecotoxicolégica del agua en la bahia del Puerto de San Antonio, a

través de bioensayos de fertilizacién con Tetrapygus niger.

= Objetivos Especificos

I. Implementar la técnica de bioensayo de fertilizacion con Tetrapygus niger (Molina,
1782)

II. Analizar los datos de calidad de agua del puerto de San Antonio

lll. Determinar toxicidad de las aguas superficiales del Puerto de San Antonio vy

sectores adyacentes a través de bioensayos de toxicidad con T. niger.
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ANTECEDENTES

La zona costera tiene una gran importancia por la amplia gama de bienes,
servicios y funciones que sus diversos recursos y ecosistemas generan para el hombre y
el medio ambiente. La actual y creciente diversidad de actividades y utilizacion que el
hombre realiza del mar, lo enfrenta a una serie de conflictos que de tales usos se derivan,
particularmente en la zona costera, donde se hace presente con especial énfasis, el
mayor impacto de los usos del mar. Chile ha visto acelerar sustancialmente la utilizacién
de su zona costera, producto del desarrollo urbano de las ciudades e industrias que ahi se
localizan, generandose con ello una serie de problemas en su uso (Camano y Silva, 1993)
debido a que muchos de ellos son incompatibles. Dentro de los usos se encuentran la
pesca, acuicultura, industrias, turismo, transporte, puertos, etc, los cuales al igual que
toda actividad humana generan en mayor o menor proporcion productos que al ingresar al
medio ambiente acuatico pueden provocar problemas de contaminacién de diversas

magnitudes.

1. Contaminacion del medio ambiente marino

Segun la definicion dada por el grupo GESAMP (Group of Experts on the Scientific
Aspects on Marine Environmental Protection), y adoptada por la comunidad internacional
en la convencién de las Naciones Unidas sobre el Derecho del Mar, por “contaminacién
del medio marino se entiende la introduccién por el hombre, directa o indirectamente, de
sustancias o de energia en el medio marino incluidos los estuarios, que produzca o pueda
producir efectos nocivos tales como danos a los recursos vivos y a la vida marina, peligros
para la salud humana, obstaculizacion de las actividades maritimas, incluidas la pesca y
otros usos legitimos del mar, deterioro de la calidad del agua del mar para su utilizacion y
menoscabo de los lugares de esparcimiento” (Escobar., 2002). Ello deja de manifiesto que
la contaminacion es el primer factor de degradacion del medio marino.

En general, el problema de la degradacién del mar por procesos de contaminacion
tiene modalidades y actores multiples, tanto para la capacidad asimiladora del cuerpo
receptor como a la biota asociada al sector de descarga, por lo que los efectos sobre el
medio marino son previsibles cuando se trata de reacciones conocidas, o imprevisibles e

inesperados si se trata de fendmenos complejos cuyo desarrollo a través de sinergismos y
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de sensibilidades potenciadas es practicamente desconocido, sobre todo en lo que se
refiere a procesos de contaminacion y sus efectos a largo plazo

En un contexto integral, debemos tener en cuenta que la diversidad de productos
en forma de residuos que genera la actividad humana se acerca a los 100.000 y ademas
crece continuamente en peso y volumen. La capacidad toxica y contaminante de estos
productos depende de factores multiples, siendo los principales su tipo y quien es el
receptor (Seoanez., 2000). Esta situacion esta reflejada integramente en los puertos, ya
que ademas de las actividades propias de este sector, existen otras asociadas que
aumentan el numero y volumen de sustancias exdégenas que ingresan a la matriz acuosa
magnificando los niveles de contaminacion relacionados al sector portuario. En este
contexto, a continuacion se revisaran las diversas fuentes de contaminacion encontradas

en los puertos y los impactos generales provocados por estos.

1.1 Fuentes de generacién de contaminantes

El impacto ambiental de los puertos maritimos es por regla general considerable y
tiene su origen, por una parte, en la construccion, reforma o ampliacién de instalaciones
del puerto o del terminal maritimo y, por otra parte, en el funcionamiento de todas las
instalaciones portuarias, las industrias, los servicios y los sistemas de transporte
asociados (tanto acuaticos como terrestres). El impacto sera mayor en la medida que las
actividades de carga y descarga de un puerto (medidas en toneladas/afio) sean mas
intensas.

Las fuentes de generacién de contaminacién e impactos ambientales son: las
actividades propiamente portuarias, tales como el trafico naval, las operaciones de carga,
descarga, almacenamiento, transporte, suministro, disposicion de residuos,
mantenimiento o reparaciones, y las actividades de transformaciéon y mejora que se
desarrollan en la zona industrial adyacente relacionada al puerto.

Uno de los temas de mayor relevancia se refiere a los derrames de sustancias
peligrosas, ya que aunque se trate de cantidades pequefias, éstas inciden de manera
especial sobre el medio ambiente, segun se establece en el Codigo IMDG (International
Maritime Dangerous Goods-Code).

También inciden en la contaminacion ambiental la descarga de productos a granel,
los cuales por efectos de la transferencia del producto y del viento se dispersa al ambiente

y al agua.
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El impacto ambiental de los puertos maritimos puede afectar al agua, al suelo, al
aire, a plantas y animales de toda especie (terrestres, acuaticos y al ser humano). Es
posible resumir los principales impactos relacionados con la actividad portuaria de la
siguiente forma:
= Impactos sobre la calidad del agua
= Impactos sobre la calidad del aire
= Impactos sobre la hidrologia costera, oceanografia y procesos costeros
= Impactos sobre la ecologia costera y marina
= Impactos sobre la calidad del paisaje

= Impactos de los desechos generados por la actividad portuaria

1.2 Impactos sobre la calidad del agua

Las principales fuentes de contaminacion del agua se relacionan con los derrames
accidentales durante las operaciones de carga y descarga de buques, asi como el
escurrimiento de materiales almacenados a granel y polvos fugitivos movilizados por
accién del viento. A lo anterior debe agregarse el impacto generado por el drenaje de
aguas lluvia y servidas del puerto.

Las sustancias toxicas, incluidas en los derrames, corresponden generalmente a
escorrentia de sulfuros, bauxita, abonos nitrogenados y fosfatados, carbdn, minerales
metalicos, chips de madera y otros materiales en bruto provenientes de los patios y
bodegas, asi como de otros lugares de almacenamiento en el puerto (se producen
durante la limpieza o lavado de pisos y maquinaria realizados en esas areas). Las
descargas accidentales de sustancias peligrosas como aceites, residuos de pintura
anticorrosiva, compuestos anti-incrustantes (adheridos a la superficie de las
embarcaciones o derramados en procesos de mantenimiento) constituyen otra fuente de
contaminacion.

Si los derrames accidentales presentan materia organica (por ejemplo graneles de
alimento animal), ésta se transforma en inorganica disminuyendo el contenido de oxigeno
disuelto del agua e incrementando el nivel de nutrientes. Si, sumado a lo anterior, los
rompeolas cambian el patrén de las corrientes costeras, es probable que se produzca un
estancamiento del agua detras de estas estructuras, y con ello la calidad del agua
estancada se deteriorara rapidamente a través de un incremento de nutrientes y de

fitoplancton y una disminuciéon de oxigeno disuelto. De esta manera, el agua del puerto
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puede llegar a condiciones anaerdbicas, permitiendo la generacion de sulfuros de

hidrogeno, productor de malos olores. La pérdida de la calidad del agua se manifiesta

sobre su turbidez, pH, color; y la aceleracion de la sedimentacion por escorrentia costera.

Adicionalmente, la calidad del agua se puede ver alterada en otros parametros como:

= Incremento de la salinidad y temperatura por descargas de efluentes térmicos

= Introduccién de sustancias toxicas y altamente nocivas al medio marino por derrames
accidentales (combustibles, resinas, graneles) o por operaciones portuarias
deficientes

= Contaminacién microbiolégica de las aguas y playas del puerto por aceites y grasas,

metales pesados, materia organica e hidrocarburos (CONAMA,2000)

1.3 Principales compuestos quimicos encontrados en puertos

Otros aspectos ambientales que deben ser considerados se refieren al manejo de
sustancias peligrosas al interior de los terminales, a la recepcion y manejo de desechos
provenientes de buques extranjeros, a aspectos de salud y seguridad ocupacional y al
impacto provocado sobre el entorno urbano (impacto vial, ruidos, aspectos paisajisticos,
recreacionales, calidad del agua, etc.).

Todas estas actividades, ingresan lentamente y en forma crénica sustancias
téxicas a la columna de agua. De las miles de sustancias quimicas ingresadas
antropogénicamente a las zonas costeras por las industrias, arrastre por rios, y trafico y
funcionamiento de las estructuras portuarias, se pueden resaltar los Hidrocarburos
Policiclicos Aromaticos por su importancia de ingreso debido al trafico maritimo y los
Metales Pesados provenientes de la actividad industrial no solamente de la zona, sino
también de actividades realizadas en sector aledafios pero cuya influencia no debe ser

ignorada.
1.3.1 Hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP)

La contaminacién del medio ambiente marino por introduccion HAP, se produce
generalmente por acciones antropogénicas, principalmente por derrames producidos en el

transporte del petréleo, a través del mundo, instalaciones fijas y otras fuentes como

desechos municipales, desechos industriales, aportes de rios, intercambio atmosférico y

10
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dumping (Coronel, 2003). Otras fuentes importantes la constituyen las operaciones
rutinarias de lavado de estanque y residuos de limpieza, achique de sentinas, deslastres,
etc., que se efectuan durante la navegacién (Bore et al, 1986). En el caso del petréleo,
zonas de trafico maritimo y de faenas portuarias, entre otras, son consideradas lugares
potenciales de contaminacion. Aquellas areas con vertimiento crénico de petroleo,
presentaran porciones de superficie con alto contenido de HAP dentro de un medio con

concentraciones bajas y homogéneas (SHOA, 1991).

1.3.2 Metales Pesados

Uno de los contaminantes mas estudiados en los ambientes marinos son los
metales pesados debido a la toxicidad que presentan para los organismos que alli
habitan. Se encuentran en forma natural en todos los ambientes (Tabla N°1), pero cuando
las concentraciones naturales se ven alteradas significativamente por ingresos externos,
el sistema pierde la capacidad de autodepuracion y comienzan a surgir problemas de
polucion. Existen diversas rutas de ingreso de estos contaminantes al agua de mar, entre
ellas, el ingreso a través de rios, deposicién atmosférica y actividades antropogénicas son
las mas comunes. Una gran cantidad de metales en las aguas de rio se originan en forma
natural, sin embargo, son aumentados por fuentes antropogénicas donde las aguas de los
rios fluyen por zonas urbanas o industriales. (Kennish, 1996). La tabla N° 2 sefiala las

principales fuentes antropogénicas de metales a los ecosistemas.

Tabla 1: Concentracion natural de metales traza en agua de mar.

Metal Unidad Pb Hg Cd | Sb Cr | Se | As | Cu | 2Zn

Concentracién ug/l 0.002 | 0.007 | 0.1 | 0.3 | 0.3 | 0.5 2 2 3

Fuente: Gesamp, 1976.

La mayoria de los metales pesados son absorbidos por los sedimentos (puede
encontrarse en ellos del orden de 3 a 5 veces la cantidad descrita para aguas
superficiales), pero éstos son resuspendidos durante las tormentas y periodos de
turbulencia. Ademas, los metales tienen la capacidad de interactuar con otras sustancias
presentes en la matriz acuosa mediante diversos procesos, combinarse con la materia

organica, aumentar su afinidad y biodisponibilidad, etc.

11
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Tabla N° 2: Principales fuentes de metales hacia el ambiente acuatico.

METAL FUENTE
Mercurio Mineria, industria pulpa de papel, agricultura (fungicida, pesticidas), combustibles
fésiles, emisiones volcanicas.
Plomo Mineria, industria de pigmentos, pinturas, metalurgica, emisiones desde automoviles.
Estafio Mineria, industria metalirgica, uso de pesticidas (antifouling marino).
Arsénico Mineria del oro, cobre y estafo, industria metalurgica, agroquimicos (pesticidas,
organicos), actividad geoldgica.
Selenio Mineria, industrias de semiconductores, pigmentos, vidrio, aditivos de alimentos,
combustibles fésiles.
Manufactura relacionada al zinc, subproductos de la refineria del cobre y procesamiento
Cadmio del plomo, combustible fosiles, efluentes municipales, fertilizantes de fosfato,
pigmentos, lubricantes, erupciones volcanicas, incendios forestales.
Mineria, reciclamiento de metales no ferrosos, aditivos alimenticios, fertilizantes,
Cobre fungicidas, preservantes de la madera, pintura antifouling, erupciones volcanicas,
actividad hidrotermal.

Fuente: Zuniga, 1998.

Se han realizado numerosos estudios sobre la toxicidad de los metales pesados
en todo el mundo, y actualmente la mayoria de ellos se encuentran regulados tanto para
su vertimiento como para la carga que puede soportar el cuerpo de agua.

Existen diversos estudios que respaldan la toxicidad de los metales, entre los
cuales a nivel nacional se pueden destacar los realizados por Ahumada (1995), Riveros
et al (1996), Gaete et al (1996) y Zufiga (1998), entre otros. En dichos estudios se ha
evaluado tanto los niveles de base de metales que existen en bahia, como los efectos que
estos provocan al ecosistema en los cuales encuentran inmersos. Ademas, se ha
comprobado que muchas veces los niveles regulados actualmente no necesariamente
involucran una inocuidad de las sustancias contaminantes disueltas ya que existen
propiedades quimicas como la aditividad, sinergia o interaccion entre los contaminantes
presentes que aumentan el efecto de los metales pesados. Esta situacion genera un
aumento del riesgo ecologico a la que se ven expuestas las especies que habitan los

sectores problematicos.
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2. Regulaciones ambientales aplicables a los puertos

Actualmente, el tema ambiental ha comenzado a ser incorporado activamente
como parte de la gestion de los puertos. Para ello han influido una serie de elementos,
como son los aspectos legislativos, de mercado y financieros (por ejemplo, los préstamos
de organismos financieros internacionales para inversiones exigen estudios de impacto
ambiental). En efecto, actualmente existen en el pais una serie de regulaciones
ambientales que son aplicables a los puertos, aun cuando la mayoria de ellas no han sido
disefiadas de manera especifica para esa actividad. A lo anterior, se suma las demandas
que ejerceran los compradores de productos nacionales en el extranjero, particularmente
en paises desarrollados, quienes exigen cada vez mas la incorporacion de la variable
ambiental a la cadena de manufactura y transporte de sus productos. Estan también los
acuerdos internacionales que existen sobre la materia, los que agregan una presién extra
para que los puertos nacionales incorporen el factor ambiental a sus actividades de
gestién mas tradicionales (CONAMA, 2000).

2.1 Ley 19.300 y propuesta de norma secundaria para aguas marinas

En Chile los efectos y las decisiones que se deben tomar respecto a los proyectos
involucrados en tematicas ambientales estan dadas por la Ley 19.300 sobre Bases
Generales del Medio Ambiente y el Reglamento del Sistema de Evaluacion de Impacto
Ambiental (SEIA).

El Reglamento senala que, a objeto de evaluar los efectos adversos significativos,
se considerara las normas secundarias de calidad ambiental y de emisién vigente o, ante
la falta de dichas normas, las vigentes en diferentes Estados, dando prioridad a aquel que
posea similitud con los componentes ambientales nacionales y/o locales. Estas normas
solo establecen los limites maximos y minimos de la concentracion o permanencia de
sustancias, elementos, energia o combinacion de ellos, basandose principalmente en los
niveles adoptados por normas extranjeras. Por tanto, estas normas no consideran la
relacion causal entre las concentraciones ambientales y los efectos a largo plazo sobre
los ecosistemas locales amenazados, los cuales podrian presentar una composicion
especifica y una estructura comunitaria particular. Diferencias en estas caracteristicas

generan distintas sensibilidades a la presencia de estas sustancias o elementos
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contaminantes, asi como variaciones en la capacidad de recuperacion de un ecosistema,
por lo que una generalizacién de la respuesta no resultaria adecuada. (Medina y Encina-
Montoya, 2003).

Es por lo sefalado anteriormente que es necesario considerar, primeramente
parametros normativos, las actividades que se desarrollan en el area de estudio, asi como
la influencia de factores externos al area de estudio, los cuales en conjunto determinaran
la calidad actual del recurso a evaluar; y como segundo aspecto la forma en que esa
calidad afecta al ecosistema asociado. De esta forma es que un estudio que integre
dichos factores cobra importancia para determinar las condiciones actuales del sistema en
cuestion, razén por la cual la presente investigacion apunta en ese sentido.

En este marco es que la eventual aprobacion de la norma secundaria de calidad
de agua continentales y marinas cobra importancia, ya que considera como una
herramienta valida los bioensayos, los cuales permiten evaluar el comportamiento de los
organismos frente a téxicos en el area de estudio (situacion que se abordarad en mayor
profundidad en los siguientes capitulos), evitando asi la generalizacién de una respuesta y
evaluando correctamente los efectos provocados por la situacion que posee el area en
estudio.

A continuacion se revisaran los aspectos mas relevantes del texto de la norma
secundaria de calidad ambiental para las aguas continentales y marinas que la Comisién
Nacional de Medio Ambiente ha decretado para su aprobacion (CONAMA 2004).

1. En dicho proceso se considerara la calidad natural del recurso y criterios sitio-
especificos como la sensibilidad de las especies a las condiciones del medio natural
en que habitan, las caracteristicas fisicas y quimicas particulares del lugar que alteran
la biodisponibilidad, la toxicidad y/o la existencia de recursos hidricos con
caracteristicas unicas escasas y representativas.

2. El cumplimiento de las normas secundarias debera verificarse por compuesto o
elemento, mediante mediciones en las areas de vigilancia de las aguas continentales
superficiales y marinas para las cuales se hayan dictado las normas de calidad.

3. Los bioensayos y los bioindicadores podran ser utilizados en las normas secundarias
como herramientas complementarias para determinar el impacto producido por
situaciones relacionadas con la conservacion de las comunidades acuaticas, los usos

prioritarios o el estado tréfico de los lagos, canales, fiordos y estuarios.
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4. Para efectos de la elaboracion de las normas secundarias de calidad ambiental para
las aguas marinas y estuarinas aptas para la conservacion de las comunidades
acuaticas, y para los usos del agua marina, los valores maximos de concentracion o
unidad de los compuestos a considerar se muestran en la Tabla N°18 en anexo 2.

5. Las normas secundarias de calidad para la proteccién de las aguas marinas y
estuarinas deberan considerar las clases de calidad que a continuacion se indican:

= Clase 1: Muy buena calidad. Indica agua apta para la conservacién de comunidades
acuaticas, para la desalinizacion de agua para consumo humano y demas usos
definidos, cuyos requerimientos de calidad sean inferiores a esta clase.

= Clase 2: Buena calidad. Indica un agua apta para el desarrollo de la acuicultura y
actividades pesqueras extractivas y para los usos comprendidos en la Clase 3.

= Clase 3: Regular calidad. Indica un agua apta para actividades portuarias, navegacion u

otros usos de menor requerimiento en calidad de agua.

En caso que un cuerpo de agua marino tenga como calidad natural una peor a la clase
3, debera ser protegido hasta el valor de su calidad natural, con el objeto de que ésta no
empeore.

En el marco de la futura aprobacién de la norma secundaria de calidad de aguas
marinas, es que los test de toxicidad aplicados a la respuesta de los organismos vivos
frente a un contaminante especifico o calidad de agua de un sector determinado, cobra
importancia, ya que dicha norma valida la aplicacién de los bioensayos como una
herramienta de evaluacién de criterios de emisién mucho mas estrictos que los que estan
en vigencia. A continuacién se revisaran en profundidad en que consisten dichas

herramientas.

3. Test de toxicidad con equinodermos aplicados a los ecosistemas acuaticos

La ecotoxicologia es la ciencia que se ocupa del estudio de las acciones y los
efectos nocivos de agentes fisicos y quimicos presentes en el ambiente (contaminantes o
pulutantes) sobre los constituyentes vivos de los ecosistemas, o sea, sobre los animales
(incluidos el hombre), vegetales y microorganismos. Comprende el ciclo completo de la
contaminacion , incluyendo el estudio de las fuentes de emision de contaminantes, su

naturaleza (caracteristicas espaciales y temporales), el seguimiento y las
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transformaciones ambientales de las sustancias, la interaccién entre ellas y los seres

vivos y por tanto su impacto ambiental (Larrain, 1995).

3.1. Pruebas de toxicidad acuaticas

En los ultimos afios se han realizado esfuerzos significativos en el desarrollo de
pruebas de toxicidad, debido a la creciente necesidad de evaluar la toxicidad producida
por diferentes tipos de muestras durante cortos periodos de tiempo. Generalmente las
pruebas de toxicidad son disefadas para proporcionar una estimacidn de una
concentracion que no produce efectos adversos. En la ecotoxicologia acuatica, los
bioensayos de toxicidad, que pueden ser de tipo agudo o crénico, son muy adecuados
para establecer la toxicidad de efluentes, fijar o recomendar criterios de manejo,y
establecer estandares y normas de calidad o monitoreo, (Larrain, 1995).

Los test de toxicidad se han convertido en una importante herramienta de control
ambiental, proporcionando una evidencia directa y cuantificable de las consecuencias de
la contaminacion, y pudiendo ser usados para medir toxicidad de mezclas complejas de

contaminantes tanto en el agua como en la interfase sedimento-agua (Cesar et al., 2002).

Una consideraciéon importante para desarrollar estos métodos de experimentacion
usando especies determinadas es saber la sensibilidad relativa de los organismos tanto
para sustancias quimicas individuales como para mezclas complejas. (Cesar et al., 2002).
En general, bivalvos, crustaceos decapodos, anfipodos y equinodermos son los animales
mas sensibles. Esto es particularmente peligroso para los organismos que viven en la
franja intermareal o cerca de la capa superficial del agua (Carballeira , 2003).

En los ultimos afios, se ha puesto énfasis en el estudio de las comunidades
macroinfaunales debido a diversas ventajas comparativas que presentan sobre otras
comunidades marinas, basadas fundamentalmente en las caracteristicas bioecolégicas de
las mismas. Ademas, desde un punto de vista metodologico y analitico, las técnicas en el
estudio de la problematica ambiental han probado ser herramientas objetivas aplicables
con mayor eficiencia a las comunidades macroinfaunales a nivel mundial, lo que permite
la obtencién de resultados y conclusiones comparables, requisito basico e indispensable
para la cuantificacion del cambio a mediano y largo plazo durante la etapa del monitoreo
bioldgico (Andrade y Gutiérrez, 1980).

En la tabla N°3 se indican los valores relativos de bioensayos de toxicidad para

algunos invertebrados utilizados en evaluaciones ambientales actualmente. En ella se
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muestra que los equinodermos poseen valores relativos sucesivos de caracteristicas
excelentes, constituyéndose en la mejor herramienta, razén por la cual se ha

seleccionado este Filum.

Tabla 3: Valor relativo de bioensayos de toxicidad con invertebrados en evaluaciones

ambientales (1=pobre, 2=regular, 3= bueno, 4= excelente)

DAFNIDOS DAFNIDOS .
. ARTEMIA | ROTIFEROS | MOLUSCOS | EQUINODERMOS
AGUDO CRONICOS
3 2 3 2 4
Rapidez 2
(48-72hr) (7-21 dias) (24-48 hr) (96 hr) (1 hr)

Simplicidad 3 2 3 2 2 4
Replicable 4 2 3 2 2 4
Precio 3 2 3 3 3 4
Estandarizacion 4 2 4 4 2 4
Sensibilidad a metal 3 3 2 3 2 4

Discrimina
o 2 2 2 2 2 2

contaminacién

Relevancia
3 4 2 2 3 3

ecoldgica

Relacion
3 3 2 2 3 4

laboratorio/terreno
Relacién con

4 4 3 3 2 3

estandares

Fuente: Zuhiga, 1998.

3.2 Bioensayo de fertilizacion con erizos

Los experimentos de fertilizacion con equinodermos han sido ampliamente
utilizados en la caracterizacion de una gran variedad de sustancias toxicas y actualmente
estan incluidos en los protocolos para la determinacion de contaminantes en la interfase
sedimento-agua, principalmente para metales pesados. Un gran numero de
contaminantes pueden afectar a los erizos de mar (Leighton, 1980) por lo cual constituyen

una herramienta ideal para los estudios ecotoxicolégicos. En estudios de contaminacion
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marina, los experimentos relacionados con los efectos de los contaminantes en la
fertilizacién de los erizos de mar son elegidos por su facilidad de aplicacién, rapidez y
principalmente por la sensibilidad que éstos organismos presentan, generando resultados
de gran uniformidad y precision (Riveros et al, 1996). En general, este grupo de
organismos son aceptados internacionalmente para su utilizacion en test de toxicidad
(Zuhiga et al, 1995), ademas han demostrado resultados mas efectivos en otros aspectos
como menores coeficientes de variacion, respuestas mas rapidas, menor coste y espacio,
y resultan mas efectivos en casos de baja a moderada toxicidad (Cesar et al ,2002).
Ademas, diversas investigaciones realizadas con gametos de erizos han demostrado
presentar una alta sensibilidad a varios tipos de contaminantes, incluyendo metales, por lo
que las pruebas de toxicidad con estas especies han sido estandarizadas adecuadamente
(Zuniga, 1998).

De éste modo, y considerando todos los parametros establecidos, se realizaran
bioensayos de fertilizacién con Tetrapygus niger (Figura N°1) para medir posibles efectos
en la fertilizacién debido a contaminacion en el puerto de San Antonio. Esta especie
ademas de poseer todas las caracteristicas anteriores, se encuentra ampliamente
distribuido en nuestro pais, no posee problemas ecoldgicos complejos ni presenta

periodos de veda por lo cual su accesibilidad es muy superior a otros erizos de mar.

3.2.1 Caracteristicas reproductivas y proceso de fertilizacion de Tetrapygus niger (Molina,
1782)

El proceso de fertilizacion en erizos es ampliamente conocido y presenta
numerosas ventajas debido a su amplia documentacién. Debido a que el parametro
central de la técnica del bioensayo de fertilizacién con erizos es la visualizacion de la
membrana de fertilizacién en los huevos, cobra importancia revisar el proceso involucrado
en la formacion de dicho parametro.

Los erizos de mar poseen sexos separados pero sin dimorfismo sexual externo.
Las gbénadas ocupan gran parte del interior y son 5 suspendidas a lo largo de los
interambulacros sobre el lado interno de la testa. Cada génada esta cubierta por su lado
externo de peritoneo celémico y revestida en su interior con epitelio germinal. Entre estas
dos capas destaca la presencia de células musculares y tejido conectivo. De cada génada

parte un gonoducto corto que se extiende aboralmente para abrirse por un gonoporo
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localizado sobre una de las cinco placas genitales (Barnes, 1985). Existe coloracién
gonadal interna distintiva para cada uno de los sexos que permite su identificacion; la
gonada masculina es de tonalidad rojiza y la femenina de color crema.

La fertilizacion se lleva a cabo forma externa en el agua de mar y existe unién
especifica del espermatozoide de la especie con el 6vulo. La atraccién y activacion del
espermatozoide se produce quimiotacticamente por el 6vulo, y es altamente especifica
gatillando la reaccién acrosémica luego del contacto del espermatozoide con la capa
gelatinosa del 6vulo, y su adhesion sobre la superficie del 6vulo a través una proteina
especifica denominada bindina. Todas las regiones de la membrana celular del évulo son
capaces de fusionarse con el espermatozoide, lo cual produce la polimerizacion de actina
en el 6vulo para formar un cono de fertilizacion a través del cual se produce la
internalizacion del espermatozoide dentro del évulo. Para prevenir la poliespermia, (la
entrada de mas de un espermatozoide), el dvulo del erizo de mar tiene dos mecanismos;
una reaccion rapida, llevada a cabo por un cambio de potencial eléctrico en la membrana
celular que es pasajero, y una reaccién lenta, causada por la exocitosis de los granulos
corticales que es permanente, debido a provocan una corriente de agua hacia el espacio
entre la membrana celular y vitelina, haciendo que la membrana vitelina se expanda vy
llegue a ser la membrana de fertilizacion que se endurece con posterioridad. (Gilbert,
2005). Es precisamente la evidencia morfolégica de formacién de la membrana de
fertilizacién, lo que se utiliza como uno de los criterios en este bioensayo.

Una vez producida la fecundacién, el embridon comienza su division. Los huevos de
erizos de mar son oligo e isolecitos (escaso vitelo equitativamente distribuido), por lo que
el patron de segmentacion embrionaria es holoblastica (la segmentacion es total y el
primer surco de segmentacion se extiende a través de todo el cigoto desde el polo animal
al polo vegetativo). La primera y segunda segmentacion son meridionales y se disponen
perpendicularmente entre si, llevando a la formacién de las dos y cuatro blastémeras,
respectivamente (Gilbert, 2005). La presencia de las dos primeras blastémeras es el
segundo criterio morfolégico empleado en este trabajo como diagndstico de que la

fertilizacion ha ocurrido.
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Figura 1: Tetrapygus niger (Molina, 1782)

4. Antecedentes del Puerto de San Antonio.

Se ubica en la V region de Valparaiso y es uno de los principales puertos en
transferencia de carga del pais. Sus actividades de especializacion se dividen en
transferencia de carga y graneles liquidos y sdlidos, acopio y almacenamiento de carga
de contenedores, actividades industriales por empresas como Vopak, Terquim, EPSA,
etc, y actividades de reparacion de naves y servicios turisticos.

Actualmente, el puerto cuenta con un proyecto de expansion llamado Darsena
para el afio 2050 que planea ampliar las dependencias portuarias en 120 hectareas,
aumentando de este modo el nivel de transferencia de 10 millones a 29 millones de

toneladas. (Empresa Portuaria de San Antonio, 2004)

4.1 Contaminantes presentes en la columna de agua del puerto.

En la provincia de San Antonio, el mayor riesgo de contaminacién lo constituyen
los vertimientos voluntarios e involuntarios de las naves que recalan en el puerto de San
Antonio, tanto por maniobras de lavado de estanques, trafico de naves, etc. (SHOA,
1991). De un estudio desarrollado en el afo 1991 por el Servicio Hidrografico y
Oceanografico de la Armada, se estimaron los niveles base maximos para HAP dispersos

disueltos en agua de mar superficial en el area de San Antonio en 1,5 ug/l. Ademas se
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observé una alta dispersion de los datos, caracteristica de areas con ocurrencia de
vertimientos antropogénicos de petroleo (Armada de Chile, 1994).

También, existen altas concentraciones de metales pesados en los alrededores del
puerto, principalmente cobre, arsénico, plomo, cadmio y zinc. Dichos contaminantes no
tienen directa relacidn con las actividades desarrolladas actualmente en el puerto, sino

con la dinamica costera que el puerto posee.

4.2 Factores que influencian la dinamica costera del Puerto de San Antonio

La dinamica costera de cada uno de los puertos del pais varia sustancialmente
dependiendo de la geografia del sector y las variables externas involucradas. Dentro de
los factores que marcan el movimiento de las masas de agua en el puerto de San Antonio,
los vientos y las corrientes son los que inciden significativamente en el movimiento de los
contaminantes superficiales vertidos a la columna de agua. Es por ellos que deben ser
introducidos en el analisis del desplazamiento de sustancias antrépicas presentes en el
puerto.

Los vientos dominantes segun la época del afio son: los vientos del SW soplan con
fuerza en primavera y verano, por lo general desde el medio dia y calman a la puesta de
sol. En invierno, los vientos dominantes son del NW, N y NE.

El sistema de corrientes se ajusta bien a un patrén tipico de la costa central y
norte de Chile, caracterizado por flujos en general débiles y orientados paralelos a la
costa. La columna de agua presenta un flujo unidireccional desde los 5 a los 24m de
profundidad y los flujos mas probables son en direccion norte (NW)

La dinamica costera estd dominada principalmente por la accion del viento, y
dentro de éste se distingue a la brisa marina como el componente mas importante en
determinar la circulacion. La marea es un factor menos importante en relacién con el
viento.

Tanto las corrientes como los vientos permiten demostrar la posible dispersion que
van a tener los contaminantes vertidos en el medio ambiente acuatico, pero ello también
puede ser determinado a través estudios del comportamiento del trazador quimico
rodamina B (sustancia quimica no toxica que disuelta en una solucion de agua de mar y
alcohol presenta un color luminoso anaranjado facil de identificar y seguir). Los
experimentos con rodamina muestran que al interior de la poza las bajas corrientes y la

baja turbulencia mantienen la mancha sin desplazamiento neto significativo. En mar

21



Determinacion de Calidad Ecotoxicolégica de Aguas Marinas Superficiales
en la Bahia del Puerto de San Antonio

abierto, la dispersién se manifiesta con una mancha en forma de huso que sigue un

desplazamiento noroeste similar a la pluma de dispersion del rio Maipo.

4.2.1 Relacion Puerto- Rio Maipo

El puerto de San Antonio y la desembocadura del Rio Maipo se encuentran
ubicados administrativamente dentro de la V region, y a pesar del escaso distanciamiento
geografico de ambas localidades, ambas estan afectadas por areas de captacién
francamente diferentes. Mientras la zona del puerto esta inserta en un sistema de cuenca
costera (interfluvio Aconcagua —Maipo), el rio Maipo recibe los efectos de una cuenca
hidrografica mucho mayor de origen andino y cuya distribucién abarca
predominantemente la regién Metropolitana. Dicho rio evacua las aguas de la cuenca
hidrografica de mayor densidad demografica del pais y su aporte de materiales originados
de actividades humanas es el Mapocho. El Maipo atiende cerca del 70% de la demanda
de agua potable del gran Santiago y casi el 90% del riego de la cuenca. ElI Maipo
constituye un sistema fluvial de gran capacidad de arrastre, y su carga de sedimentos que
arriban al mar es tomada por la corriente litoral de sur a norte siendo este un importante
agente de dispersién de material.

La importancia del efecto del rio sobre el area completa es evidente. Dada la
circulacion de sus aguas después de la desembocadura, el curso de la pluma hacia el
norte, si bien puede no provocar ingresos importantes y frecuentes a la poza, esta puede
corresponder a una via de dispersion hacia el norte de los aportes provenientes desde el
interior de la bahia portuaria. Respecto a los fenémenos de circulacién marina existen
antecedentes para pensar en al menos dos masas de agua diferentes en base a sus
cualidades fisicoquimicas, las cuales segun un régimen estacional pueden experimentar
importantes procesos de mezcla (Alarcén, 1993)

El efecto del rio es variable y dependiente de su caudal y de los vientos. Cuando el
caudal es grande, la mancha de sélidos en suspension es muy nitida y permite apreciar a
simple vista el efecto del viento sobre las aguas que desembocan al mar. Cuando el
viento predominante es SW, la mancha se dirige hacia el norte, si el caudal es pequefo
bordea la costa de la comuna de San Antonio, si el caudal es grande puede llegar hasta la
comuna de El Tabo. Cuando el viento es del NE, la mancha del rio se dirige hacia el sur

alcanzando las costas de Santo Domingo (Bodor, 1988). Dicha influencia puede verse en
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la figura N° 2 que muestra el aporte y orientacién del material aportado por el Rio Maipo

hacia el sector del Puerto de San Antonio.

Figura 2: Detalle de la influencia y orientacion de la pluma del rio Maipo sobre el Puerto
de San Antonio.

Fuente: Servicio de Salud, DPA San Antonio.

Actualmente, el puerto de San Antonio controla la calidad del agua solamente
mediante el estudio de la concentracion de contaminantes presentes en la matriz acuosa.
Los antecedentes del aumento del trafico maritimo sugieren un incremento de la cantidad
de contaminantes presentes en la columna de agua, y hasta el momento no se han
estudiado los efectos de dicha calidad en los organismos que habitan el sector. La falta
de antecedentes respecto de estudios ecotoxicolégicos en el area del puerto de San
Antonio demuestran la necesidad de determinar si sus aguas presentan caracteristicas
téxicas para los organismos marinos, por lo cual esta investigacién determinara la calidad
ecotoxicoldgica del agua del puerto mediante bioensayos de fertilizacion con Tetrapygus

niger.
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MATERIALES Y METODOS

1. Recopilacién bibliografica de informaciéon de Linea Base del puerto de San Antonio

Se realizdé una amplia revision bibliografica para el analisis de datos sobre calidad
de agua superficial a modo de establecer los niveles de contaminantes tanto en el puerto
como los alrededores de éste. Se tomaron en consideraciéon principalmente estudios
realizados por el Servicio de Salud Valparaiso-San Antonio, Gobernacion Provincial de
San Antonio a través del POAL, Direccién General de Agua, publicaciones cientificas y
empresas instaladas en el lugar de estudio. Para este fin, también se consideraron otros
aspectos relacionados a la calidad del puerto, como son la influencia de las empresas
instaladas en el area de estudio, las corrientes y otros aspectos como la relacion entre el

puerto y el Rio Maipo

2. Implementacion técnica de bioensayo

2.1. Extraccion y mantencion animales de prueba Tetrapygus niger

Se obtuvo un stock de animales por buceo auténomo desde el sector Caleta El
Membrillo para el estudio de toxicidad y bioensayo con aguas marinas del puerto. Los
animales fueron mantenidos en estanques de 150 L con aireacion constante, recambio del
volumen total de agua y alimentacion ad limitum con algas frescas Lessonia nigrescens
cada 3 dias en la Escuela de Ciencias del Mar, Facultad de Recursos Naturales de la
Pontificia Universidad Catdlica de Valparaiso. La figura N° 3 muestra los animales

mantenidos como stock.
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Figura 3: Stock de animales mantenidos en laboratorio.

2.2 Técnica de Bioensayo de Fertilizacion con Tetrapyqus niger

Se realiz6 segun lo descrito por Standard Methods Commitee (Anexo N° 3).

Los gametos fueron obtenidos por inyeccién de 2 ml de KCI 0.57 M en la regién
oral (zona libre de espinas y con tejido blando) de cada animal. La Figura N° 4 muestra los
animales en el proceso de evacuacion de los gametos. El stock de gametos del macho
fue mantenido en una capsula de Petri a baja temperatura hasta su utilizacién en el
bioensayo. Los gametos de la hembra fueron trasladados a un recipiente con agua de mar
y se dejaron decantar. Se controlaron los tiempos de obtencién de gametos de cada
animal. Se seleccionaron los animales que poseian mejores condiciones de movilidad
espermatica y évulos maduros para su uso en el bioensayo.

Se realizaron diluciones para llevar a una concentracion de 7*10” espermatozoides
por ml y 2000 évulos por ml. Para la preparacion de espermatozoides se realizé una
modificacion a la técnica estandarizada ya que se trabajo con formalina en reemplazo de
acido acético. Se agregaron 0,1 ml de espermatozoides a 5 ml de agua de prueba (téxico
de referencia o agua obtenida en proceso de muestreo) contenidas en tubos de ensayo
con 4 réplicas y se incubaron por 1 hora, periodo después del cual se agregé 1ml de la
dilucion de évulos y se incubd por 20 minutos, tiempo después del cual se fijé cada tubo
con 2ml de formalina.

El recuento se realizé a través de la visualizacion de la membrana de fertilizacion
alrededor de los huevos. La Figura N° 5 indica los criterios de evaluacién adoptados para
el recuento. La imagen A muestra los huevos de Tetrapygus niger sin fertilizar, y B la

aparicion de la membrana de fertilizacién. La imagen C muestra la comparacion de ambos
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criterios, en donde se distingue con claridad la marcada diferencia entre ambas
situaciones utilizada para la obtencion de los datos de porcentaje de fertilizacion.

Otro de los parametros utilizados fue la cantidad de espermatozoides muertos
antes de la adicién de los 6vulos a cada tubo por efecto del toxico o agua de prueba. La

figura N° 5 F muestra la aglomeracion de espermatozoides presentes en la muestra.

Figura 4: Erizos en proceso de evacuacion de los gametos. A: erizo macho, B: erizo hembra.
2.2.1 Analisis confirmativo de Fertilizacion

Se trabajé con dos tubos extras, los cuales se expusieron por alrededor de 2 horas
hasta alcanzar el primer estado de segmentacién (dos blastomeros), tiempo después del
cual fueron fijados con 2 ml de formalina para su posterior recuento. La figura N°5 D
muestra la segmentacion considerada para la confirmacion de fertilizacion de los huevos.

La imagen E en la misma figura, muestra la marcada diferencia entre ambas situaciones.
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Figura 5: Criterios de evaluacion de ecotoxicidad. Fotomicrografias que muestran distintos estados
desde la fertilizacién y espermatozoides aglutinados de Tetrapygus niger, A: Ovulo en contacto con
espermatozoides sin fertilizar. B: Huevo fertilizado, se aprecia formacién de la membrana de
fecundacion. C: Ovulo sin fertilizar y huevo fertilizado. D: Estado 1 de segmentacion, se aprecian
las dos primeras blastémeras. E: Huevo sin fertilizar y embriéon al estado 1 de segmentacion. F:
Espermatozoides aglutinados por efecto del toxico o agua de prueba.
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2.3 Bioensayo de Fertilizacidn con téxicos de referencia

Se realizaron bioensayos de fertilizacion para determinar los efectos sobre la
fertilizacion de la especie utilizada. Para ello se prepararon las siguientes
concentraciones con sal pentahidratada de cobre: 50, 75, 100, 125, 150, 160, 175, 200,
210, 225 ugl/l. El procedimiento de diluciones de los gametos y de recuento fue similar al
descrito en Standard Methods Commitee (Anexo N° 3). Como agua de dilucién y control
en este proceso fue utilizada agua de mar extraida de la sala de microalgas de la

Universidad Catdlica de Valparaiso la cual estaba filtrada y esterilizada en camara UV.

3. Determinacion de la Calidad Ecotoxicoldgica del agua en la Bahia del Puerto

3.1. Metodologia de Muestreo

Se tomaron muestras de agua superficial en diferentes sectores de la bahia del
puerto de San Antonio sefialados en la Figura N° 6. Las coordenadas de los puntos
muestreados se describen en la Tabla N° 4. Los puntos de muestreo fueron seleccionados
debido a los diferentes grados de contaminacion que presentan las aguas, a modo de
evaluar las incidencias y los puntos mas conflictivos en cuanto a contaminacion a través
del bioensayo de fertilizacién con Tetrapygus niger. Para la seleccidbn ademas se
consideraron estudios de similares caracteristicas tanto en el puerto de San Antonio como
otras bahias (Con-con, Valparaiso, San Vicente).

La figura N° 7 muestra las distancias del puerto a las que fueron tomadas las
muestras. La imagen 1 detalla el sector trazado como punto 1 en el mapa de muestreo y
corresponde a un sector al norte del Puerto. La imagen 2 indica al punto de muestreo 2
del mapa y corresponde a la boca o entrada del Puerto. La imagen 3 muestra el punto
demarcado 3 en el mapa y corresponde a la entrada norte del puerto. La imagen 4
corresponde a la zona denomina puertecito o poza chica del puerto. La imagen 5
corresponde al punto marcado 5 en el mapa y se encuentra al interior de la poza de
atraque de buques o poza grande. La imagen 6 corresponde a la punta externa del molo
sur del puerto marcada con 6 en el mapa. La imagen 7 pertenece al punto 7 de muestreo
y se encuentra al exterior del Puerto hacia el sector sur del mismo.

Se realizaron dos muestreos de agua superficial; en el mes de Julio y Octubre de

2005 a bordo de una embarcacion de la Gobernacion Maritima de San Antonio
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perteneciente a la Armada de Chile. Se tomaron 4 L de agua en cada punto para la
realizacion del bioensayo. Dichas muestras fueron trasladadas al laboratorio de Biologia
de la Reproduccion y del Desarrollo de la Universidad de Valparaiso para la realizacién

del experimento.
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Fuente: SHOA, 2002. 38’

Figura 6: Ubicacion puntos de muestreo bahia del Puerto San Antonio
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aleta Panuil
Punta

Figura 7: Caracteristicas y distancia de la costa a la que fueron tomadas las muestras superficiales
de agua en cada punto de muestreo.
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Tabla 4: Ubicacion de las estaciones de muestreo monitoreadas en el Puerto de San

Antonio
Estacién de Muestreo Ubicacién

] 33°33'56.1” S
071° 37 33.1" W

5 33°35°01.8”S
071°37° 494" W

3 33°34'56.3” S
071° 37 23.0" W

s 33°35°00.8” S

071° 36’ 57" W

5 33°35'32.1” S
071° 37 08.1” W

5 33°3536.3” S
071° 37 31.3" W

. 33°3536.3” S
071°37°40.1” W

3.2 Bioensayo de fertilizacion con Tetrapygus niger con agua del Puerto de San Antonio.

Se realiz6 segun lo descrito por Standard Methods Commitee (Anexo N° 3) y punto
2.2. Como agua de control y dilucién se utilizé para el primer muestreo al sector caleta
San Pedro en la comuna de Cartagena, y para el segundo muestreo agua de la sala de
microalgas de la Escuela de Ciencias del Mar de la Universidad Catolica de Valparaiso.

Los criterios de evaluacion fueron los detallados en el punto 2.2 y figura N° 5.
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4. Método analisis de resultados

4.1 Método para analisis estadistico de los bioensayos con téxicos de referencia.

Se estimo el LC50 a través de la interpolacién grafica de los resultados de cada

bioensayo, y se calculo el coeficiente de variacién.

4.2 Método de analisis estadistico de bioensayo con agua del Puerto de San Antonio.

Se validaron los resultados mediante diferentes métodos estadisticos propuestos
por Standard Methods (1998). Se establecié un nivel de significancia (a) de 0.05 0 95 %
de confianza en todos los analisis.

Se compardé la respuesta de Tetrapygus niger frente a cada tratamiento o punto de
muestreo en la bahia del Puerto de San Antonio con un grupo estandar denominado
punto control para cada muestreo a través de la prueba de Dunnett, ANOVA, t-Student y
Kruskall-Wallis (Montgomery, 2002).
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RESULTADOS Y DISCUSION

1. Informacién de linea de base del Puerto de San Antonio: Calidad ambiental del sector

del puerto de San Antonio

1.1 Concentracion de HAP en matriz superficial de agua marina.

La Tabla N° 12 (Ver Anexo N°1) presenta la evolucion histérica de las fracciones
mas téxicas de los hidrocarburos o HAP presentes en la matriz acuosa superficial. De ella
se puede desprender un alarmante crecimiento de las concentraciones de estos
contaminantes en los ultimos afios (periodo 2002-2003) para ambos puntos evaluados
(sitio 5 al interior de la poza grande y Playa de Llo-lleo cercano a la desembocadura del

rio Maipo), incrementandose desde 0.01 a 10 ug/l en solamente un ano.

1.2 Concentracion de metales en aguas marinas en desembocadura rio Maipo.

La Tabla N° 5 muestra la situacion de calidad del Rio Maipo en relacion a los
metales pesados presentes en la capa superficial de agua marina. En las tablas
detalladas en los anexos se muestra la situacidon para agua y sedimento, en los cuales se
evidencia una clara sedimentacion de metales.

Para el afio 1993, las concentraciones en superficie de metales son las siguientes:
cobre varia entre 0.007 y 0.009 mg/l, cadmio presenta una valor de 0.0007 mg/l, plomo

0.01 mg/l y mercurio varia entre 0.00018 y 0.00027 mg/I.

Los datos para el afio 2001 indican un aumento de los niveles de metales
pesados respecto al aino 1993 en la capa superficial de agua. Para el caso de cadmio el
valor varia entre <0.01 y 0.08 mg/l superior al afio 1993; cobre se encuentra entre 2.0 y
4.3 mg/l también superior al afio 1993; plomo entre 0.2 y 0.51 mg/l elevandose respecto
al afo 1993; zinc entre 1.7 y 9.3 mg/l; mercurio <0.01 mg/l; y arsénico entre 1.1y 1.5 mg/I.
Todos los datos referidos se encuentran sobrepasados al compararse con la
concentracion maxima para la elaboracion de norma secundaria para aguas marinas (ver
en detalles anexo 2). Ademas si se analizan los datos de sedimentos (ver anexos) se
evidencian concentraciones muy altas que muestran un proceso de sedimentacion de

metales.
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De esta forma la calidad ambiental en la capa superficial de agua en la
desembocadura del rio Maipo se encuentra alterada y con problemas de contaminacién
principalmente por metales, lo cual merece atencion tomando en cuenta el proceso de

movilizacion (pluma de dispersion orientada hacia el norte) desde el rio hacia el puerto.

Tabla 5: Concentracion de metales en distintos puntos de la desembocadura del Rio Maipo

Concentracion metal

ARo Estacion Cumgl/l Pb mg/l Cd mg/l Hg mg/I Zn mg/l As mg/l
1993 R1 0,009 0,01 0,007 0,00018 - -
R2 0,007 0,01 0,007 0,00014 - -
2001 E1 2 0,2 0,01 1 3,7 1,5
E2 4,3 0,51 0,08 1 9,3 1,3
E3 2,5 0,2 0,06 1 1,5 1,1
Concentracién maxima
para la elaboracién de 0,05 0,05 0,01 0,0005 0,1 0,5
norma secundaria

Fuente: CONAMA (2004), Proconsa (2001), Alarcéon (1993).

1.3 Concentracion de metales en aguas marinas en sector del Puerto de San Antonio.

La tabla N° 6 muestra datos de la calidad del agua del sector del puerto en el afio
1998. Para arsénico varia entre 0.00375 y 0.00621 mg/l; mercurio varia entre 0.00567 y
0.00600 mg/l; y plomo entre 0.00413 y 0.00620 mg/l. Esta informaciéon muestra que no
existen problemas de contaminacion para el sector. De los datos asociados a la poza de
atraque de buques se encuentra cobre en un valor de 0.03 mg/l para el afio 2001, valor
que estaria sobrepasado si se compara con la concentracién maxima para la elaboracion
de norma secundaria para aguas marinas. Respecto a los datos asociados al sector norte
del puerto (sector Panul), muestra que cobre tiene valores entre 0.04 y 0.07 mg/l; y zinc
entre 0.04 y 0.07 mg/l. Ambos parametros se encontrarian igualmente sobrepasados

respecto de la propuesta de norma.

La falta de datos de calidad de agua del puerto no permite estimar una variacién
temporal de los contaminantes, pero se deben destacar dos situaciones respecto a los
datos referidos al afo 2001. La primera situacion corresponde al analisis de las
concentraciones de cobre en la poza de atraque de buques, que muestran un problema

por la casi nula capacidad dispersiva del sector, que podria aumentar los efectos
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relacionados a la presencia de este metal, y ademas provocaria sedimentacion del

mismo.

La segunda situacién se relaciona con la cantidad de cobre y zinc en el sector Panul; este

sector al encontrarse al norte de puerto es la via de ingreso y salida de la masa de agua

hacia la zona costera adyacente al puerto, por lo cual al mezclarse con la proveniente del

sur (rio Maipo) aumentaria la cantidad de contaminantes movilizados, generando de esta

forma impactos en la calidad de la zona costera norte adyacente al puerto.

Tabla 6: Concentracion de metales en diferentes puntos del puerto de San Antonio.

Concentracion metal

ARo Estacion Cumg/l | Pbmg/l | Cdmg/l | Hg mg/l | Zn mg/l | As mg/l
1993 M1 0,0014 0,01 0,007 | 0,00027 - -
M2 0,003 0,01 0,007 | 0,00026 - -
M3 0,004 0,01 0,007 | 0,00031 - -
M4 0,004 0,01 0,007 | 0,00036 - -
M5 0,003 0,01 0,007 | 0,00036 - -
M6 0,003 0,01 0,007 | 0,00035 - -
1998 C1 - 0,00413 - 0,0058 - 0,00372
C2 - 0,00719 - 0,006 - 0,00621
C3 - 0,0062 - 0,00567 - 0,00445
2001 Ca1 0,03 0,005 0,005 0,001 0,13 0,001
Caz2 - - 0,005 0,001 - 0,001
Ca3 - - 0,005 0,001 0,03 0,001
Ca4d 0,07 0,005 0,001 0,001 0,07 0,001
Cab 0,06 0,005 0,001 0,001 0,04 0,001
Cab 0,04 0,005 0,001 0,001 0,05 0,001
2004 Poza grande 0,01 0,05 0,01 0,001 0,023 0,001
Concentracion maxima para Ia. elaboracién 0.05 0.05 0,01 0,0005 0.1 0.05
de norma secundaria

Fuente: CONAMA (2004), Proconsa (2001), Diaz (1998), Alarcén (1993).
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2. Resultados de bioensayo con toxicos de referencia sobre la fertilizacion de Tetrapyqus

niger

Los resultados mostrados en la Tabla 7 y figura N° 8 exponen que existe una
respuesta similar en los diversos bioensayos realizados sobre la fertilizacion de T. niger,
con un bajo coeficiente de variacién de los datos (6.1). Las concentraciones que provocan
el 50% de disminucién en la fertilizacion (LC50) se encuentran en el intervalo de 169.9 y
279.85 ug/l de solucion de cobre. Sin embargo, al analizar la grafica de puntos, se
presenta un valor atipico en 279.85 ug/l que escapa al estrecho rango que presenta el
resto de los datos. Los valores centrales, muestran una tendencia de 203 ug/l de solucion

de cobre como valor critico promedio del LC50 para las pruebas realizadas.

Tabla 7: Concentracion que provoca una disminucion del 50% de fertilizacion en

bioensayos con toxico de referencia en Tetrapygus niger

N° Bioensayo | LC 50 (ug/l)
1 183,15
202,54
169,9
188,17
175,35
279,85
202,02
223,21

Coef de Variacion =
6,125010515

O N| O O | W N
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Figura 8: LC50 de Tetrapygus niger en bioensayos de fertilizacion con toxico de referencia

La sensibilidad encontrada para Tetrapygus niger en el bioensayo de fertilizacién
con toxico de referencia es similar a lo descrito para otras especies como Arbacia
spatuligera (LC50 170 ug/l) en estudios de equivalentes caracteristicas realizados por
Zuniga et al (1995); Riveros et al (1996) y Gaete et al (1996) en otras bahias del pais. En
relacion a especies mas sensibles como Loxechinus albus (10-20 ug/L) descritos por

Zuniga (1998) al mismo toxico de referencia, los resultados de T. niger difieren
significativamente.
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3. Bioensayo de Fertilizacion con aguas del Puerto de San Antonio

3.1.1 Primer muestreo, Invierno 2005.

Las condiciones del agua de mar el dia de muestreo fueron excelentes con
ausencia de precipitaciones y viento con direccién NE. La transparencia del mar tuvo un
maximo de 7 metros en el punto de muestreo mas cercano al rio Maipo (punto 7) ya que
corresponde a un punto lejano a la costa. La temperatura del agua fue homogénea vy
normal para la época.

Los resultados se muestran en la Tabla 8 y Figura N° 9. Los mayores porcentajes
de fertilizacién se encuentran en los puntos Control, 3 y 6, que representan
respectivamente a la Caleta San Pedro, entrada norte del Puerto (frente a Vopak) y
entrada externa al molo sur del Puerto. Los menores porcentajes de fertilizacion se
encuentran en los puntos de muestreo ubicados al interior de las pozas de atraque; el
sector denominado Puertecito (donde se encuentran atadas todas las embarcaciones

menores); y la poza de atraque de buques que descargan y cargan en el Puerto.

Tabla 8: Condicién del agua Puerto de San Antonio y respuesta de Tetrapygus niger al
bioensayo de fertilizacion, Invierno 2005.

Tratamiento Condiciones de Terreno Porcentaje de Huevos Fertilizados
Disco Secchi (m) | T° (°C) | en bioensayo de fertilizacion con T. niger
Control - R 858
1 7 12 772
2 4.5 12 85
3 35 12.5 88.6
4 4.5 12.5 64.2
S 3.5 12 66.2
6 3.5 12 89.4
! 3 12 78.4
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Figura 9: Porcentaje de huevos fertilizados de Tetrapygus niger en bioensayo de fertilizaciéon
con agua del puerto de San Antonio, invierno 2005.

3.1.2 Analisis estadistico de los resultados.

El conjunto de analisis estadistico de los resultados se muestra en la Tabla N° 9.

En ellos no se aprecian diferencias significativas para ninguna de las comparaciones entre

el Control y los puntos de muestreo, pero existen algunas situaciones que deben ser

consideradas:
1.

El Control del muestreo no presenta una respuesta satisfactoria a pesar
de encontrarse ubicado a 7 Km del area del puerto. Ademas, presenta
una varianza de 66.7 (test ANOVA) al interior del tratamiento; muy
amplia para ser utilizada como punto Control. Esta varianza influye
directamente en todos los andlisis estadisticos afectando al estadistico
de prueba y por tanto el resultado de la misma.

Existe una amplia varianza al interior de la mayoria de los tratamientos
considerados con excepcion de los puntos 3 y 6.

La varianza al interior del tratamiento 5 es muy amplia (1748.7 con
ANOVA)

significativas en los test a pesar de los bajos porcentajes de fertilizacion

lo cual influye en que no se manifiesten diferencias

del total respuesta de T. niger al bioensayo.
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El punto 4 posee los valores mas cercanos a la diferencia critica de
todos los analisis estadisticos a pesar de la alta varianza al interior del
tratamiento (595.2) lo cual se debe a que presenta los menores
porcentajes de fertilizacion de todos los puntos monitoreados. Similar
situacién sucede con el punto 1.

En el andlisis de Dunnett, los puntos 4 y 5 poseen los valores mas altos
de la prueba (22 y 20 respectivamente) a pesar de no manifestar
diferencias significativas. Ello muestra que las menores tasas de
fertilizacion se ven reflejadas cuando se consideran los promedios para
cada tratamiento y no las variaciones al interior de los tratamientos como
sucede en el caso de los test ANOVA y t- Student.

El test no paramétrico de Kruskall-Wallis no presenta mejores resultados
que el resto de los analisis estadisticos. Ello demuestra, que la
inexistencia de diferencias significativas no se debe a la falta de
cumplimiento de las premisas para dichas pruebas, por lo cual se verifica
que aunque las tasas de fertilizacién son bajas, la alta varianza al interior
de los tratamientos afecta directamente la respuesta del estadistico de

prueba.
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3.2.1 Sequndo muestreo, Primavera 2005.

Las condiciones del agua de mar el dia de muestreo presentaron escasa
penetracion de la luz en todos los puntos, llegando a un minimo de 1 metro en el punto 7
(sector mas cercano al rio Maipo). La temperatura se presentdé homogénea y normal para
la época de muestreo. Las muestras extraidas para el bioensayo en los puntos 6 y 7
presentaron gran cantidad de sedimentos.

Los resultados se muestran en la Tabla y Figura N° 10. EI Control de la prueba
muestra excelentes resultados con casi un 99% de fertilizacién de los huevos de
Tetrapygus niger. Los sectores con menor porcentaje de fertilizacion se encuentran en los
puntos de muestreo 2, 4 y 7, siendo 7 el que muestra un menor porcentaje de todos los

puntos muestreados.

Tabla 10: Condicién del agua Puerto de San Antonio y respuesta de Tetrapygus niger al
bioensayo de fertilizacion, Primavera 2005.

Tratamiento Condiciones de Terreno Porcentaje de Huevos Fertilizados
Disco Secchi (m) | T° (°C) | en bioensayo de fertilizacion con T. niger
Control } j 08,08
1 25 115 93
2 15 12 88,2
° 2 11.5 89,47
) 2.5 12 83,7
> 3 12 93,04
6 15 12 922
! 1 12 74,9
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Figura 10: Porcentaje de huevos fertilizados de Tetrapygus niger en bioensayo de
fertilizaciéon con agua del puerto de San Antonio, Primavera 2005.

3.2.2 Analisis estadistico de los resultados.

El conjunto de los andlisis estadisticos se muestra en la Tabla N°11. El Control
muestra una escasa varianza (0.402 con ANOVA) por lo que presenta condiciones ideales
para su utilizacién en el bioensayo. El analisis de Dunnett refleja diferencias significativas
para los puntos 4 y 7, los cuales son los puntos con menor porcentaje de fertilizacién del
bioensayo. Los test ANOVA y t-Student presentan resultados proporcionales ya que son
matematicamente equivalentes, dando resultados de significancia para todos los puntos a
excepcion del sector de muestreo N°2. El analisis de Kruskall-Wallis también presenta
resultados similares a los test anteriores, a excepcién del punto 1 que no se muestra
significativo.

Para el caso de ANOVA vy t-Student, el punto de muestreo N°2 no se muestra
significativo. Ello se debe a que la variacion dentro del tratamiento es muy alta (221.2),
situacion que no es equivalente a lo mostrado por los test de Dunnet en donde posee el
valor de 11 que aunque no es significativo, esta muy cerca del valor critico para la prueba.
En la prueba de Kruskall- Wallis en que al trabajar con intervalos de datos dado que las
varianzas no son homogéneas, el punto se manifiesta significativo. Sin embargo, este test

tampoco genera las condiciones ideales para el andlisis de los datos.
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Para la serie de datos analizada, el test que mejor se ajusta a los porcentajes
totales de fertilizacion obtenido por tratamiento es el test de Dunnett. El test muestra
diferencias significativas a los menores porcentajes de fertilizacién obtenidos en los
puntos 4 y 7 con 83.7% (disminucién de 16%) y 74.9% (disminucion de 25%)
respectivamente, y no solo a los que difieren en un leve porcentaje como los otros test
(ANOVA y t-Student) que estan influenciados directamente por las varianzas entre el
Control y el punto en comparacién, por lo cual no se muestra la significancia en la

magnitud que deberia.
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3.3 Analisis conjunto de monitoreos del puerto de San Antonio

Los bioensayos de fertilizacion con T. niger para probar la toxicidad del agua del
puerto de San Antonio, muestra similitudes en las respuestas obtenidas para ambos
muestreos en algunos puntos de monitoreo. La Figura N° 11, muestra la grafica conjunta
para ambos muestreos. Se observan similares porcentajes de fertilizacion para los puntos
de monitoreo N° 2, 3, 6 y 7. No obstante, el analisis estadistico de los datos no corrobora
dicha relacion ya que los indices de significancia no se corresponden, debido a que las
condiciones ambientales para ambos muestreos son diferentes, tanto en la época del afio
que representan como las variables que influencian el comportamiento de la masa de
agua del sector en estudio.

Las épocas de muestreo muestran ademas diferencias en el grado de influencia
que posee el rio Maipo hacia cada uno de los sectores. Para el primer monitoreo, existe
alta transparencia del agua (Disco Secchi en Tabla N°8) en todos los puntos, porque
corresponde a la época invernal en que el caudal del rio se ve aumentado por las lluvias
que aumentan su capacidad de dispersion de contaminantes presentes en la
desembocadura. Para el segundo monitoreo, la diferencia en la transparencia es evidente
(Disco Secchi en Tabla N°10) respecto al primer monitoreo, y se manifiesta en la
presencia de sedimentos en las muestras de agua extraidas para el analisis. Ello se debe
principalmente a que Primavera corresponde al inicio de la época de deshielo de la
cuenca del Maipo que en consecuencia aumenta la cantidad de sedimento presente en

todo el sector de estudio y por tanto la turbidez del agua.
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Figura 11: Respuesta conjunta de porcentaje de huevos fertilizados en bioensayo de
fertilizacion con agua del puerto de San Antonio sobre Tetrapygus niger, Invierno y Primavera
2005.

El punto Control para el primer monitoreo fue el sector de Caleta San Pedro
ubicado a 7 Km del area de estudio. Dicha caleta corresponde a un area de manejo
experimental y de acuerdo a los porcentajes de fertilizacion obtenidos (85.8%) presentaria
condiciones que no se corresponden a un punto control ya que los porcentajes de
fertilizacién son relativamente bajos, situacién que provocé el cambio del control por un
punto control mas adecuado en el segundo monitoreo. Ademas, la varianza del Control
(66.7) podria estar afectando directamente los grados de significancia del estadistico de
prueba para la el test mas adecuado definido por el analisis de Dunnett. Existen diversas
razones para que este punto no pueda ser considerados como Control, entre ellas: al
estar ubicado al norte del puerto, y por el régimen de dispersion de los contaminantes a
nivel costero, podria estar influenciado por aguas que provienen del puerto y del rio (a
pesar que la caleta se encuentra un tanto protegida por la geografia costera). Esta
situacion crea un problema por el uso actual del sector, ya que los bajos porcentajes de
fertilizacién y el propdsito como area de manejo, reflejan una incompatibilidad de

actividades.
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Existe una clara relacién entre la calidad de agua y la de fertilizaciéon sobre T.
niger, lo que se confirma a través de los porcentajes de fertilizacién encontrados con agua
control de buenas condiciones, y que muestran un 98.8% de éxito cuando la calidad es la
adecuada (punto Control segundo monitoreo), situacion que no se refleja en el punto
Control correspondiente a la Caleta San Pedro en el primer monitoreo. Si ademas
integramos los resultados de las pruebas de toxicidad sobre T. niger realizadas en este
estudio y de otras especies de erizos como Loxechinus albus, se muestra una situacion
desfavorable para el area de manejo, pues la calidad del agua en la caleta no proporciona
resultados similares a los descritos para T. niger en el control del segundo monitoreo, y
menos deberian reflejar resultados favorables para especies mas exigentes en calidad de

agua como L. albus que actualmente se cultiva sin éxito en la caleta.

La evaluacion en base a criterios ecotoxicolégicos ha demostrado poseer la
sensibilidad adecuada para medir los impactos asociados a la perdida de calidad de agua
por la actividad portuaria. Para el caso de San Antonio, existen diversos factores que
alteran actualmente dicha calidad y no necesariamente estan ligados a las operaciones
del sector, sino también a factores asociados a la geografia del lugar (aporte del rio
Maipo) y las corrientes presentes que movilizan el material contaminante desde el rio
hacia el norte, y desde el interior del puerto hacia el norte; creando de esta forma un
proceso de mezcla de ambas masas de agua que generan impactos en la zona costera
desde la desembocadura del Maipo hasta sectores medianamente alejados como el punto
Control del primer monitoreo.

Con la evaluacion de distintos puntos distribuidos al interior y exterior del puerto,
se observé una variacion espacial de la calidad del agua superficial influenciada por las
condiciones de cada uno de los puntos monitoreados, siendo el sector con peor calidad la
poza de atraque (para el primer muestreo) y el sector del rio Maipo (para el segundo
muestreo). En el sector de la poza, los andlisis estadisticos para el primer monitoreo no
muestran resultados significativos principalmente por la alta varianza del punto control y
los sectores de muestreo, sin embargo, poseen en la prueba de Dunnett los valores mas
cercanos al estadistico de prueba por lo cual los bajos porcentajes se ven reflejados en
alguna medida. Para el segundo monitoreo, el sector de la poza chica o puertecito
presenta bajos porcentajes de fertilizacidn mostrandose significativo en el analisis
estadistico de Dunnett. Las razones para dicha respuesta pueden estar definidas por la

falta de oxigenacion y escasa capacidad de dispersion de contaminantes que ingresan a
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la columna de agua desde las embarcaciones, situacion ya conocida y regular en la
mayoria de los puertos del pais.

Para sector de la desembocadura del rio Maipo, los porcentajes de fertilizacién siguen
una tendencia similar en los dos monitoreos (78.4 y 74.9% respectivamente),
mostrandose significativo solamente en el segundo muestreo (24 en la prueba de
Dunnett) siendo el punto con menor fertilizaciéon en dicho monitoreo. Existen indiscutibles
razones para los bajos porcentajes de fertilizacion en este punto, ya que aunque el punto
se encuentra alejado de la costa y existe alta capacidad de dispersion por el movimiento
del oleaje, las mediciones con el disco Secchi en ambos monitoreos poseen la menor
penetracién de luz (3 y 1 metros, respectivamente) lo que muestra una cantidad
importante de sedimento en suspensién y por tanto de contaminantes que provienen de la

cuenca del Maipo.

En relacién a los estudios de toxicidad con sales de cobre, la especie Tetrapygus
niger presenta un bajo coeficiente de variacion (6.1) por lo cual podria dicha especie
podria ser utilizada en otros estudios de similares caracteristicas. Ademas, si se
relacionan las concentraciones del metal de prueba descritos para la linea de base en el
puerto, podria provocar efectos sobre la fertilizacion de T. niger ya que se encuentran en
algunos puntos por sobre el intervalo 169.9- 279.85 ug/l que se estimé para la disminucién
del 50% de fertilizacion de la especie en los distintos bioensayos y también del promedio
de 203 ug/l. Es asi como este y otros parametros deben ser estudiados en mayor

profundidad para determinar su grado de influencia en la calidad del del agua.

La zona del puerto de San Antonio tiene actualmente un plan de expansion que
incluiye dragado y ampliacién de la infraestructura portuaria con el consiguiente aumento
de naves que recalan en el puerto y de los impactos descritos para esta actividad. Para
dicha expansion se han comenzado a realizarar los estudios de impacto ambiental
respectivos que incluyen solo la evaluacion de los niveles de toxicos regulados y no una
relacion causa-efecto entre los contaminantes presentes en la columna de agua y la
respuesta de la biota asociada al sector del puerto. La presente investigaciéon demostro
que en especies medianamente sensibles como T. niger se manifiestan claros efectos en
base a criterios ecotoxicolégicos de fertilizacion, de modo que la actual calidad provee
importante informacion para el establecimiento de programas de vigilancia ambiental que

monitoreen la evolucion de dicha caracteristica a medida que se desarrollan las obras de
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ampliacion, ya que los sectores que presentaron la peor calidad de agua no
necesariamente tenian los peores indices de material contaminante sobrepasado, unica

situacion actualmente considerada para evaluar los impactos de una actividad.

Este estudio se convierte en una aproximacién que evalla los efectos descritos
para un nivel tréfico y valida la informacion obtenida sobre la especie utilizada al
compararla con respuestas similares de otras especies. Sin embargo, para un programa
de vigilancia ambiental, se deben incluir estudios que consideren varios niveles como los
realizados por Riveros et al (1996), Gaete et al (1996) y Zuniga (1998), de forma que se
vean reflejadas las respuestas generales que podria tener el sistema bioldgico del puerto
de San Antonio. Ademas, se deben incluir otros compartimientos ambientales como
sedimento y profundidades medias para evaluar la toxicidad en el medio ambiente marino

costero.
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CONCLUSIONES

La técnica de bioensayo de fertilizacion con Tetrapygus niger muestra resultados
soélidos y replicables frente a téxicos de referencia, por lo cual puede ser utilizada con

exito en la evaluacion de criterios toxicoldgicos en el laboratorio.

La calidad de agua del puerto de San Antonio presenta una moderada
concentraciones de contaminantes, cuya presencia esta determinada por la influencia del
rio Maipo a través del aporte de metales pesados, siendo esta la condicion determinante

para la realizacion de actividades complementarias en el borde costero.

Las aguas superficiales del puerto de San Antonio tienen caracteristicas toxicas
sobre la fertilizacion de T. niger, siendo el sector del rio Maipo y la poza de atraque de
buques los sectores que presentan las mayores diferencias significativas en los

bioensayos.

Finalmente, la evaluacién ecotoxicologica de las aguas superficiales del puerto de
San Antonio, indica que existe una variacion espacial de las caracteristicas toxicas del
cuerpo de agua, derivada de factores que influencian la dinamica costera y a la presencia
de contaminantes en la columna de agua, siendo la técnica de bioensayo de fertilizacion

con T. niger una forma innovadora de evaluar la toxicidad de aguas marinas superficiales.
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ANEXOS

Anexo N°1: Datos linea de base San Antonio

Tabla N° 12: Analisis de Calidad de Agua Programa de Observacion del Ambiente Litoral,
Armada de Chile. Situacion Histérica 1997-2003 de Hidrocarburos Policiclicos Aromaticos

en el Puerto de San Antonio

Aho Estacion UTM_Este UTM_Norte Topodnimo HAP_ppb
1997 A3 256943,00 6280955,00 Sitio 5 0,350
1997 A3 256943,00 6280955,00 Sitio 5 0,174
1998 A3 256943,00 6280955,00 Sitio 5 0,160
1998 A3 256943,00 6280955,00 Sitio 5 0,013
1999 A3 256943,00 6280955,00 Sitio 5 0,026
1999 A3 256943,00 6280955,00 Sitio 5 0,043
2000 A3 256917,00 6280564,00 Sitio 5 0,100
2000 A3 6280851,9 257063,64 Sitio 5 0,100
2001 A3 256833 6280533 Sitio 5 0,08
2001 A3 256921 6280800 Sitio 5 0,0003
2002 A3 256921 6280800 Sitio 5 0,01
2002 A3 33°35'00” 71°37°08” Sitio 5 10
2003 A3 33°35'00” 71°37°08” Sitio 5 10
2003 A3 33°35'00” 71°37°08” Sitio 5 10
1997 A5 256094,00 6279854,00 Playa Llolleo 1,370
1997 A5 256094,00 6279854,00 Playa Llolleo 0,171
1998 A5 256094,00 6279854,00 Playa Llolleo 0,202
1998 A5 256094,00 6279854,00 Playa Llolleo 0,015
1999 A5 256094,00 6279854,00 Playa Llolleo 0,041
1999 A5 256094,00 6279854,00 Playa Llolleo 0,036
2000 A5 255522,00 6278586,00 Playa Llolleo 0,100
2000 A5 6278843,38 255669,67 Playa Llolleo 0,100
2001 A5 256096 6279762 Playa Llolleo 0,076
2001 A5 256041 6279884 Playa Llolleo 0,02
2002 A5 256041 6279884 Playa Llolleo 0,01
2002 A5 33°35'35” 71°3742” Playa Llolleo 10
2003 A5 33°35'35” 71°3742" Playa Llolleo 10
2003 A5 33°35'35” 71°3742” Playa Llolleo 10

Fuente: DIRECTEMAR, 2004
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Anexo N°2: Matrices asociadas a la legislacién aplicable a los puertos

Tabla N°18: Valores maximos de concentracion a considerar para la elaboracioén de las

normas secundarias de calidad ambiental para las aguas marinas y estuarinas.

clases de calidad

GRUPO DE COMPUESTOS O | Unidad Expresion

ELEMENTOS CLASE 1 CLASE 2 CLASE 3

FISICOS Y QUIMICOS

1 Oxigeno disuelto % sat oD >90 70- 89 40 - 69

2 | Temperatura ' °C T° D2 D3 D5

3 | pH Unidad pH 75-85 6,5-9,5 6,0-9,5

4 Solidos suspendidos mg/l SS <25 25-80 80-400

5 Aceites y Grasas emulsificadas mg/l AyG 5 5 10

6 Hidrocarburos totales mg/l HCT < 0,02 0,02-10,05 0,05-1

7 Hidrocarburos Aromaticos | mgl/l HAP < 0,0002 < 0,0002 0,0002-0,001

Policiclicos

8 Detergentes mg/l SAAM <0,2 02-1 1-10

TOXICOS NO ACUMULATIVOS

9 [ Amonio pmol/L NH," <5 5-10 10-15

10 | Cianuro mgl/l CN’ < 0,005 0,005-0,01 0,005 - 0,01

11 | Cloro libre residual mg/l < 0,002 0,002- 0,01 0,01-0,1

12 | Fenoles mg/l Fenoles < 0,001 0,001 -0,01 0,01-1

13 | Fluoruro® mg/l F < 0,0369xS 0,0443xS -
0,0369xS | 0,0443xS 23

14 | Sulfuro mg/l s < 0,002 0,002- 0,005 0,005- 0,01

TOXICOS ACUMULATIVOS Y PERSISTENTES

15 | Bifenilos policlorados ug/L PCB’s <0,001 0,001 0,001

PLAGUICIDAS

16 | Aldrin ng/L Aldrin < 0,01 <0,01 <0,01

17 | Clordano ng/L Clordano | <0,006 < 0,006 < 0,006

18 | Malation ug/L Malation < 0,01 < 0,01 < 0,01

19 | Pentaclorofenol ug/L PCP <05 <05 <05

20 | DDT ng/L DDT < 0,001 < 0,001 < 0,001

21 | Demetén ng/L Demeton <01 <0,1 <0,1

22 | Dieldrin ng/L Dieldrin < 0,002 < 0,002 < 0,002

23 | Heptaclor ug/L Heptaclor | < 0,01 < 0,01 < 0,01

24 | Lindano ug/L Lindano < 0,003 < 0,003 < 0,003

25 | Paration ug/L Paration < 0,04 < 0,04 < 0,04

METALES ESENCIALES (disueltos)

26 | Cobre ng/L Cu <10 10- 50 50

27 | Cromo total ug/L Cr total <10 10-50 50 -100

28 | Niquel ng/L Ni <2 2-100 100

29 | Selenio ug/L Se <5 5-10 10

30 | Zinc ng/L Zn <30 30-100 100
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METALES NO ESENCIALES (disueltos)

31 | Aluminio ug/L Al <200 200 — 1.500 1.500

32 | Arsénico ug/L As <10 10 -50 50

33 | Cadmio ng/L Cd <5 5-10 10

34 | Cromo VI ng/L CrVi <10 50 50

35 | Estafio ng/L Sn <20 20 -100 100

36 | Mercurio ng/L Hg <0,2 0,2-0,5 0,5

37 | Plomo ug/L Pb <3 3-50 50

MICROBIOLOGICOS

38 | Coliformes fecales NMP/ 100 | Coli.fec./ <2 <43 <1.000
ml 100 ml

39 | Coliformes totales NMP/ 100 | Coli.tot./ <70 70 -1.000 <1.000
ml 100 ml

Fuente: Comisién Nacional del medio Ambiente, 2004.

Notas:

1: La variacién de temperatura respecto del rango natural presente en el area de
medicion no debe exceder los valores que se sefalan a continuacion:

D2: Lavariacion no debe ser mayor a 2° C (temperatura promedio mensual + 2° C)
D3: Lavariacion no debe ser mayor a 3° C (temperatura promedio mensual + 3° C)
D5:  Lavariacion no debe ser mayor a 5° C (temperatura promedio mensual + 5° C)

2: El valor se establece en funcion de la salinidad del agua, medido como PSU’
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ANEXO N°3: Procedimiento bioensayos de fertilizacion con Tetrapygus niger

(Modificado de Standard Methods Commitee, 1998 para Arbacia spatuligera)

Disefio Experimental

La seleccion de los tratamientos del bioensayo (concentracion del compuesto o
diluciones del efluente o cuerpo receptor) se basa en los objetivos del estudio. En
general, para determinar la toxicidad de un compuesto especifico, primero se realiza
un test preliminar para establecer el rango de accion del compuesto, utilizando un
factor de dilucion de 0,1 para preparar las concentraciones (por ejemplo: 0,01; 0,1; 1;
10 y 100 ppm). Luego se realiza el test definitivo abarcando el rango de accién del
compuesto, utilizando un factor de dilucion mayor (por ejemplo 0,4; 0,5 o 0,6).

Debe incluir un tratamiento control, con agua de mar de buena calidad y ademas un
toxico de referencia, para controlar la sensibilidad de los organismos (K.Cr,O; o
CuSOy,).

Preparacion de las soluciones

En éste bioensayo se realizan cuatro réplicas por tratamiento, cada una
consiste en un tubo de ensayo que contiene 5 ml del agua de prueba, que se mantiene
a 13+ 2 °C hasta la adicion de los espermatozoides.

Debe incluirse un tratamiento con el agua de mar control, la cual puede provenir de la
zona de extraccion de los erizos o de otra zona libre de contaminacion, ésta agua
también es utilizada como agua de dilucién para los demas tratamientos del
bioensayo.

Como toéxico de referencia puede utilizarse K,Cr,O7, utilizando las siguientes
concentraciones: 200; 100; 50; 25; 12,5; y 6,35 mg/I.

Obtencién de los gametos para el bioensayo

Se seleccionan 4 hembras y 4 machos en condiciones saludables, procurando
mantenerlos cubiertos con agua de mar. Luego, se induce la evacuacion gamética,
colocando los ejemplares individualmente en placas petri. Posteriormente, se toca la
region aboral del test con dos electrodos conectados a un transformador de 12 V
(durante intervalos de 1 minuto por ejemplar). Es recomendable comenzar con el
desove de las hembras, con el fin de evitar que los 6vulos se fertilicen a través de los

electrodos y para disminuir el tiempo entre la recoleccion de los espermatozoides y su
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utilizaciéon. Otra manera de obtener gametos es inyectando cada ejemplar con 2 ml de
KCI (0,57 M) en la cavidad celémica. A diferencia de la induccion con electricidad, con
éste tipo de induccién el desove es total y produce la muerte de los organismos.

Antes de colectar los 6vulos para la suspensién stock, es necesario realizar
fertilizaciones de prueba con 6vulos de cada hembra, colocando una muestra de los
Ovulos en un portaobjetos y agregando una gota de una suspension de
espermatozoides diluidos en agua de mar. Teniendo identificados los Ovulos en
buenas condiciones, se utiliza una pipeta pasteur con la punta cortada para colectarlos
y se transfieren a un recipiente con 300 ml de agua de mar. Los 6vulos deben ser
lavados dejandolos decantar y cambiandoles el agua tres veces, mientras se continda
con el procedimiento. Esta suspensién de évulos puede mantenerse a temperatura
ambiente varias horas antes de usarla.

Es recomendable observar la movilidad de los espermatozoides, sacando una muestra
de cada macho y diluyéndola en agua de mar. Seleccionando los ejemplares con
espermatozoides con buena movilidad, se inducen y se colectan los gametos con
pipeta pasteur, transfiriéndolos a un recipiente comun. Esta muestra stock de
espermatozoides debe mantenerse en seco y ser mantenida a baja temperatura
(deben ser utilizados dentro de 1 hora después de su obtencién, por lo tanto es

importante registrar la hora de coleccién).

Preparacion de la suspension de espermatozoides

Se diluye la muestra de stock de espermatozoides a una concentracion de 7 x
10" espermatozoides por ml, usando agua de mar control. Para esto, se estima la
concentracion de la muestra stock de la siguiente manera:
Se hacen diluciones de la muestra stock de 1:50, 1:100 y 1:200, con agua de mar
control:
Se agregan 200 uL de la muestra stock de espermatozoides a un tubo de ensayo con
10 ml de agua de mar (tubo A). Se mezcla por inversion (la muestra stock debe ser
mantenida a baja temperatura hasta su utilizacion en la preparacion de la suspension
de espermatozoides para el bioensayo).

Se agregan 5 ml de la suspension de espermatozoides del tubo A a un tubo de
ensayo con 5 ml de agua de mar (tubo B) y se mezcla por inversion.

Se agregan 5 ml de la suspension de espermatozoides del tubo B a un tubo de

ensayo con5 ml de agua de mar (tubo C). Se mezcla por inversion y se descartan 5 ml.
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Se prepara una suspension de espermatozoides muertos de 1:2000 y se
determina el numero de espermatozoides por ml de esa suspension de la siguiente
manera:

Se agregan 5 ml de acido acético al 10% al tubo C. Se mezcla por inversién

Se agrega 1 ml del tubo C a 4 ml de agua de mar contenidos en un tubo de
ensayo (tubo D) y se mezcla por inversion.

Se agrega una alicuota del tubo D a ambos lados de la camara de Neubauer y
se deja decantar por 15 minutos

Se cuenta el numero de espermatozoides en los 400 cuadrados centrales de
cada lado de la camara, utilizando microscopio con aumento de 100X y luego se
promedia ambos conteos.

Se calcula el numero de espermatozoides por ml (NEM) en el tubo D:

NEM en el tubo D= 10* x promedio del conteo
Se calcula el NEM en la muestra stock:
NEM en la muestra stock= 2000 x NEM en el tubo D
Se calcula el volumen de la muestra stock de espermatozoides necesaria para

preparar 20 ml de una suspensién de 7 x 10"

Volumen de la muestra stock= 20 ml x 7 x 10’

NEM en la muestra stock
5: Se agrega el volumen calculado a un tubo y se completa con agua de mar a 20 ml.
(Es importante preparar la suspension de espermatozoides inmediatamente antes de
utilizarla)
NOTA: Para realizar un bioensayo con 6 tratamientos (e.g. un control y 5
concentraciones de un compuesto) se requieren 2,4 ml de la suspensién de 7 x 107

espermatozoides/ ml.

Comienzo del bioensayo

Se agregan 100 pL de la suspensién de espermatozoides (de 7 x 10’ esp/ml) a cada
tubo del bioensayo y se incuban a 13 + 2°C durante 1 hora.

Preparacion de la Suspension de évulos para el Bioensayo

Una vez que los 6vulos han sido lavados, a partir de ésta suspension debe prepararse
una de 2000 6vulos/ml de la siguiente manera:
A la suspension de huevos se agrega agua control para llevar a un volumen de 200

mi(stock de 6vulos)
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Se hacen diluciones de 1:10 del stock de évulos

Se utilizan dos tubos de ensayo para la dilucién (Ov1 y Ov2) con 9 ml de agua
de mar cada uno.

Se homogeniza el stock de évulos agitando suavemente y se transfiere 1 ml a
cada tubo, utilizando la punta de la pipeta automatica con boca ancha.

Se determina la concentracion de 6vulos en los tubos, transfiiendo1 ml de
cada uno de ellos a un camara Sedgwick-Rafter, para realizar el conteo de los 6vulos
utilizando un microscopio a 25X. Se promedia el conteo de los dos tubos, para
determinar el numero de 6vulos por ml (NOM) en los tubos (NOM del stock= 10 x NOM
de los tubos).

Se prepara la suspension de 6vulos para el bioensayo aplicando la siguiente
férmula:

NOM en los tubos — 200= volumen (ml) de agua control que se agrega a la suspension
stock de huevos
Si éste valor es negativo, corresponde al volumen de agua de mar que debe extraerse

(procurando sacar de la superficie de la suspension de 6vulos, una vez decantados).

NOTA: Se requieren 24 ml de la suspension de 6vulos preparada para el bioensayo

para un test con 6 tratamientos.

Adicion de 6vulos a los tratamientos del Bioensayo

Se homogeniza la suspensién de 6vulos por agitacién suave y se agrega 1 ml
de la suspension de 6vulos (de 2000 ov/ml) a cada tubo, utilizando una punta de
pipeta automatica con boca ancha.

Luego, se extrae una muestra de uno de los tubos del tratamiento control, para
monitorear la fertilizacion en el microscopio, registrando el numero de huevos

fertilizados.

Término del Bioensayo

Al cabo de veinte minutos, desde que se agregan los Ovulos, deben
encontrarse fecundados casi la totalidad de ellos en el control (mayor que 90%). Se
termina el bioensayo, preservando el contenido de los tubos por adicion de 2 ml de
formalina al 10% en agua de mar.

Los tubos pueden ser analizados inmediatamente o pueden ser tapados con

parafilm y guardados hasta una semana, antes de analizarlos.
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Para determinar la fertilizacion, se transfiere una muestra del fondo de cada
tubo a un portaobjeto y se observa al microscopio con un aumento de 100X. Contando
100 huevos, se registra el numero de los évulos (sin fertilizar). Los huevos (fertilizados)

se distinguen por la presencia de una membrana de fertilizacion circundante.

Tabla 19: Tabla resumen de las condiciones experimentales y criterios de aceptacion
en bioensayos de fertilizacion en Tetrapygus niger

Criterio

Condicion experimental

Tipo de ensayo Estatico
Tiempo de exposicion 1h+ 25 min
Temperatura 13+2°C

Envases para el bioensayo

Tubos de ensayo de borosilicato desechables (de 10 ml capacidad)

Volumen de solucién por unidad

experimental

5ml

Numeros de réplicas por tratamiento

4

Agua de control y dilucion

Puede ser agua de mar natural, proveniente de un lugar libre de

contaminacion o agua de mar reconstituida

Numero de erizos

4 individuos de cada sexo con gametos viables

Numero de évulos y espermatozoides por

unidad experimental

2000 6vulos y 7.000.000 de espermatozoides

Aireacion

El agua de dilucion debe ser aireada antes del bioensayo, durante el

experimento no es necesario

Respuesta variable

Fertilizacion de évulos de Tetrapygus niger

Criterio de aceptabilidad del bioensayo

Un méaximo de 20% de évulos sin fertilizar en los controles
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