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“Ensayo de Microntcleos en eritrocitos de Oncorhynchus mykiss como herramienta
para evaluar la exposicion a pesticidas potencialmente genotdxicos en el Rio
Traiguén.”

RESUMEN

La necesidad de evaluar y detectar el impacto de las actividades antrépicas sobre los
organismos y su ecosistema, de forma mas clara, induce a considerar el uso de
bioindicadores, los cuales proveen la posibilidad de obtener informacion sobre las
moléculas contaminantes después de su vertido en el ambiente, directamente sobre
sus receptores bioldgicos. Uno de los instrumentos metodoldgicos mas desarrollados
por el enfoque directo esta representado por los biomarcadores, los que se definen
como variaciones inducidas cuantificables de tipo bioquimico celular, fisiologico o
de comportamiento correlacionables a la exposicion y/o efecto de uno o mas
contaminantes quimicos como es el caso de los de uso agricola. En este contexto el
objetivo del estudio es evaluar la respuesta de un receptor bioldgico, como un
biomarcador, expresada en la formacion de Micronucleos (MN) en eritrocitos
periféricos de peces (Oncorhynchus mykiss). El Test consiste en la determinacion de
alteraciones nucleares, las que se forman por piezas de ADN retrasadas después de la
segregacion de los cromosomas homoélogos durante la anfase, dando lugar a MN. En
terreno se evalua la respuesta a la exposicion de pesticidas genotdxicos, producto de
las actividades agroforestales desarrolladas en la subcuenca del Rio Traiguén, IX
Region, aplicando el Test de (MN) como herramienta de diagnostico y prondstico,
posteriormente corroborar en laboratorio la respuesta a través de bionesayos. El
monitoreo quimico de pesticidas en campo previamente propuestos por Olave (2001)
fueron monitoreados por Palma et al. (2004) desde 2001 al 2003: 2,4-D,

Carbendazim, Picloram, Simazina y Hexazinona. El monitoreo arrojo solo la
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presencia de 2,4-D y Carbendazim a concentraciones de 2,9 y 4,5 ug/l
respectivamente realizado durante el segundo periodo de muestreo (Post-Aplicacion
en Septiembre 2003). Los resultados obtenidos mediante el Test de MN aplicado en
terreno indican que los peces estudiados no presentan respuesta a la exposicion de
plaguicidas. Una forma de validacion de la genotoxicidad de los pesticidas es a
través de ensayos de laboratorio donde los peces fueron tratados por 96 horas, con su
respectivo control, expuestos a soluciones frescas de los pesticidas genotoxicos en
formulas comerciales: 2,4-D (0.8, 2.0, 5.0, 10 y 20 ppm) y Carbendazim (1.0, 4.0,
10, 15 ppm). Los peces expuestos a 2,4-D y Carbendazim presentaron una clara
actividad genotoxica. La frecuencia de eritrocitos micronucleados comparados con
el control negativo, muestran una respuesta estadisticamente significativa solo en el
caso de 2,4-D. se recomienda trabajar con una bateria de biomarcadores a distintos
niveles de complejidad bioldgica. El test de micronucleos aplicado a biomonitoreo
genotoxico de efectos clastogénicos de contaminantes resulta segun diversos autores
la mas practica herramienta en mutagénesis ambiental, discusion que se realiza en

base a los resultados obtenidos en el presente estudio.

Palabras claves: Pesticidas, Biomonitoreo, Biomarcador, Genotoxicidad, Test de

Microntcleos, Subcuenca del Rio Traiguén.
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ABSTRACT

The necessity to evaluate and to detect the impact of the antropicas activities on the
organisms and their ecosystem, of clear form but, induces to consider the use of
bioindicadores, which provide the possibility of obtaining data on polluting
molecules after their spill in the atmosphere, directly on its biological receivers. One
of the methodologic instruments more developed by the direct approach is
represented by the biomarcadores, those that define as induced variations
cuantificables of cellular, physiological type biochemical or of behavior
correlacionables to the exhibition and/or effect of one or more polluting chemistries
as it is the agricultural case of those of use. In this context the objective of the study
is to evaluate the answer of a biological receiver, like a biomarcador, expressed in
the formation of Microntcleos (MN) in peripheral eritrocitos of fish (Oncorhynchus
mykiss). The Test consists of the determination of nuclear alterations, those that form
by delayed DNA pieces after the segregation of the homologous chromosomes
during anfase it, giving rise to MN. In land the answer to the exhibition of
genotodxicos pesticidas is evaluated, product of the agroforestales activities developed
in the subriver basin of the Traiguén River, IX Region, applying the prognosis and
Test (MN) like diagnosis tool, later to corroborate in laboratory the answer through
bionesayos. The chemical monitoreo of pesticidas in field previously proposed by
Olave (2001) was monitoreados by Palma et al. (2004) from 2001 to the 2003: 2,4-D,
Carbendazim, Picloram, Simazina and Hexazinona. The monitoreo threw only the

presence of 2,4-D and Carbendazim to 4.5 concentrations of 2.9 and ug/l respectively
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made during the second period of sampling (Post-Application’s in September 2003).
The results obtained by means of the Test of MN applied in land indicate that the
studied fish do not present/display answer to the exhibition of plaguicidas. A form of
validation of the genotoxicidad of the pesticidas is through laboratory tests where the
fish were treated by 96 hours, with their respective control, exposed to fresh
solutions of the genotdxicos pesticidas in commercial formulas: 2,4-D (0,8, 2,0, 5,0,
10 and 20 ppm) and Carbendazim (1,0, 4,0, 10, 15 ppm). The fish exposed to 2,4-D
and Carbendazim presented/displayed a clear genotdxica activity. The frequency of
compared micronucleados erythrocytes with the negative control, shows a
statistically significant answer only in the case of 2,4-D. it is recommended to work
with a battery of biomarcadores at different levels from biological complexity. The
test of micronuclei applied to genotoxico biomonitoreo of clastogenicos effects of
polluting agents is according to diverse authors the most practical tool in
environmental mutagenesis, discussion that is made the present on the basis of the

obtained results in study.

Key words: Pesticidas, Biomonitoreo, Biomarcador, Genotoxicidad, Test of

Microntcleos, Subriver basin of the Traiguén River.
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1.- INTRODUCCION

La importancia del agua, como ingrediente vital basico y como constituyente
esencial del entorno, es indudable. Interviene de una manera o de otra en la mayoria
de las actividades humanas tanto de explotacion como de utilizacioén de los recursos,
convirtiéndose en un factor determinante para la organizacion del territorio (MOPT,
1992).

Al estar en movimiento permanente, debido a la accion de la gravedad y de la
energia solar, el agua aparece en la tierra en las distintas fases o estados que
conforman el ciclo hidrologico, cuya unidad conduce a que todas las manifestaciones
del agua se consideren como parte integrante de un recurso Unico. Asi las acciones
humanas sobre el agua tienen una repercusion muy extendida e influyen fisica y
socialmente, unas veces alterando el régimen hidrolégico o dando lugar a cambios
climaticos a escala regional al facilitar la evaporacion. Las consecuencias de lo
anterior son, en general, un aumento generalizado de la vulnerabilidad del recurso y
el deterioro de la calidad del agua, que tienen repercusiones ecologicas en la flora y
la fauna, comprometiendo la capacidad del recurso para satisfacer necesidades

futuras (MOPT op. cit.).

La calidad del agua dice relacion con el uso o actividad a que se destina: agua
potable, riego, recreacién etc., y su calidad debe ser medida a través de la

identificacion de su estado. Este uso, en definitiva determina el conjunto de
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indicadores fisicos, quimicos y/ o biologicos a considerar para la medicion de este
factor (CONAMA-TESAM 1996).

Asi a cada uso puede asimilarse una norma nacional o internacional, la cual contiene
el conjunto de indicadores que definen la calidad asociada a ese uso. La Norma
Chilena 1.333 Of. 78 indica los requisitos de calidad para diferentes usos: bebida de
animales, riego, estética, recreacion con y sin contacto directo y vida acuatica.
Mientras que la Norma Chilena 409 Of. 70 establece los requisitos de calidad para el
agua potable (CONAMA-TESAM op cit.). No obstante esta calidad se ve afectada
por las actividades antrdpicas produciendo el fenomeno de la contaminacion (MOPT
1992). Este ultimo fendémeno constituye el principal impacto que el hombre produce
en el recurso agua, el cual es el Uinico habitante de la tierra que contamina su propia
agua, y peor aun lo hace en forma deliberada y a una velocidad creciente. Aun
cuando el agua posee una gran capacidad de autopurificacion, tiene un limite que el

ser humano ha sobrepasado (Muioz 2000).

Segiin MOPT (op. cit.), el medio acuatico esta contaminado cuando la composicion
o el estado del agua estan modificados, directa o indirectamente, por el hombre. En
tanto la Ley 19.300, articulo 2 define contaminacion como “La presencia en el
ambiente de sustancias, elementos energia o combinacion de ellos, en concentraciones o
concentraciones y permanencia superiores o inferiores, segin corresponda, a las

establecidas en la legislacion vigente (Zaror 1998).
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En este contexto, el destino final de muchos contaminantes ambientales son las aguas
y el suelo y aunque el agua y el suelo son usualmente considerados como sistemas
ecoldgicos separados, la realidad es que las particulas suspendidas en el agua y el
agua que cubre las particulas del suelo representan interfases entre estos dos sistemas
y sirve como un mecanismo para la contaminacién de uno por el otro (Barra 1999).
De este modo, se debe considerar la interconexion en mayor o menor grado entre el
medio acudtico y el terrestre. Asi, para comprender el funcionamiento ecoldgico de

los rios es necesario tener en cuenta el medio terrestre que lo circunda (Moller 1998).

Respecto al concepto de rios, existen dos ideas interesantes: El concepto de rio
continuo (de Vannote et al. 1980) que relaciona la estructura y el funcionamiento de
los rios con las condiciones y procesos hidrolégicos y geomorfoldgicos fluviales, asi
debido a la circulacion de las aguas, la dindmica de aguas abajo depende de los
procesos que se desarrollan aguas arriba. El segundo concepto es la espiralizacion de
nutrientes (Elwood et al. 1983), que combina dos procesos: por un aparte, el uso del
material organico que va a la deriva por los seres vivos del fondo del rio, y por otra,
la reutilizacion de este material rio abajo después de la muerte de estos organismos

(Moller op. cit.).

Desde el punto de vista de las fuentes de contaminacion estas se pueden clasificar en
dos grandes grupos: la contaminacion puntual (tipica de efluentes urbanos o
industriales sobre los cursos de agua receptores) y la contaminacién difusa

(tipicamente la producida por actividades agricolas). Esta ultima incluye sustancias
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dispersas como pesticidas, fertilizantes y otros quimicos asociados con un uso
en tierras suburbanas, los sedimentos derivados de la actividad minera, forestal o de
construccion y, en areas urbanas el amplio rango de contaminantes asociados con la
escorrentia urbana desde las calles de las ciudades. A diferencia de la contaminacion
puntual, la contaminacion difusa es controlada en mejor forma a través del
mejoramiento de la actividad misma (e.g. mejores practicas agricolas, control de la

erosion etc.) (Barra 1999).

Desde el punto de vista regulatorio, la contaminaciéon puntual ha sido enfrentada
estableciendo las normas de calidad ambiental para efluentes o cuerpos de agua
receptor. Al menos desde el punto de vista tedrico, la contaminacion puntual es de
facil tratamiento y control, en cambio la contaminacion difusa es muy compleja de
tratar y desde el punto de vista regulatorio aun en Chile no existen normativas que

tiendan a su fiscalizacion y control (Barra op. cit.).

Segun Marcos (2002)! (Com. Pers.), dentro de los agentes contaminantes se
presentan los agentes genotoxicos, es decir cualquier agente que actue directa o
indirectamente sobre el ADN y que produzca efectos detectables a concentraciones
subtoxicas. Asi también es necesario considerar un agente No genotdxico, el cual
también puede inducir efectos genotdxicos, aunque su blanco no es el ADN (e.g.
enzimas de reparacion y replicacion y proteinas del Huso), provocando segregacion,

aneuploidia (dafio genético).
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Existen diversos tipos y fuentes de agentes genotdxicos, entre ellas la contaminacion,
a través de las emisiones industriales o de motores y de fuentes difusas como los
plaguicidas. Estos agentes causantes de la contaminacion provenientes de los
residuos agricolas, a través de la utilizacion de fertilizantes y productos fitosanitarios,

han permitido un desarrollo de la actividad agricola (Parra 2003).

Por ello surge la necesidad de gestionar el ambiente como respuesta al explosivo
crecimiento de la poblacidon y el cambio tecnologico, el que ha provocado una serie
de conflictos derivados de la contaminacién ambiental, uso intensivo y desordenado
de los recursos naturales, lo que trae como principal consecuencia la degradacion de
los sistemas naturales y la disminucion de la calidad de vida de las personas (Zaror

1998).

El 4rea a estudiar corresponde a la subcuenca del rio Traiguén, a que pertenece a la
hoya hidrografica del rio Imperial, IX region. Abarca 10.176 hectareas representando
el 79.46% con respecto a la superficie total de la cuenca de 12804.9 ha. El uso actual
del territorio se caracteriza por ser agricola, forestal, renoval y de pradera
distribuidos en distintas proporciones a lo largo de la cuenca, con el predominio de
actividades agricolas y forestal con un uso de 27 pesticidas de los cuales 25 se
destinan para el uso agricola el que representa el 50 % del area total de la subcuenca
y 3 compuestos de uso forestal cuya superficie abarca el 25.8 % del total,

estimandose que la subcuenca presenta una aplicacion de 13.884,02 Kg. de pesticidas
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(considera un periodo de aplicacion) sobre una superficie de 3.844, hectareas lo que

en término medio corresponde a una carga 3.6 Kg/ha (Olave 2001).

Para determinar la afinidad ambiental de los pesticidas Olave (op. Cit.) aplico el
modelo de fugacidad (Nivel I) propuesto por Mackay y Paterson (1981), el cual
consiste en la simulacion de un ambiente idealizado, obtuvo que de un total de 25
pesticidas, 16 compuestos presentan un porcentaje de distribucion entre el 80 y 100
% en el medio acuatico (Tabla I). Mediante la aplicacion de este modelo no se
simula una situacion real, sino un equilibrio en todos los compartimentos y para su
aplicacion se requieren algunas propiedades fisico- quimicas basicas de la molécula
que se investiga, tales como: peso molecular, presion de vapor, temperatura,
solubilidad en agua, coeficiente octanol — agua y punto de fusion (Tabla II) (Barra,

1993; FAO, 1993; PNUMA/IPCS, 1999 en Briceno 2003).

10
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Tabla I.- Pesticidas con mayor porcentaje de distribucion en agua, persistencia en

diasy toxicidad.

. . % tu, Toxicidad
Ingrediente Activo en agua | ius ug/l
Glifosato 100.00 | 37 8.60 E*
Metsulfuron metil 100.00 | 30 1.50 E’
Cloruro de 100.00 | 30 1.00 E¢

clomequat

24D 99.98 | 18 1.10 E?
Triasulfuron 99.98 | 28 1.00 E°
Picloram 99.98 | 325 1.93 E*
Dicamba 99.69 | 31 1.34 E°
Hexazinona 97.28 | 105| 3.70E?
Metiltiofonato 97.21 - -
Carbendazim 96.24 120 8.30 B2
Pirimicarb 95.66 | 10 2.90 E*
Tirad 93.55 | 30 128.00
Tralkoxydym 89.76 | 25 720 E’
Simazina 89.76 | 180 1.00 E°
Carboxina 88.18 3 2.00 E?
Clopiralid 83.77 | 70 1.03 E°

Fuente: Olave (2001)

Tabla Il. Propiedades fisico quimicas de los pesticidas propuestos para el monitoreo

quimico.
Ingrediente Peso Presién Solubilidad | Temperatura | Coeficiente Punto
Activo molecular | de vapor en agua (°C) Octanol-agua | de fusion
(g/mol) (Pa) (g/m3) (Log Kow) (°C)
2,4-D 221.04 19E° 231 E™ 25 -0.75 136.5
Picloram 241.48 6E™ 43E™ 25 -0.05 215
Simazina 201.66 3E® 6200 22 2.10 226
Hexazinona |252.2 8500 698 E” 25 1.17 116
Carbendazim | 191.19 9E® 8000 20 1.635 304.5

Fuente: Sanchez (2002).
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Considerando esta informacién, Olave (2001) propuso un programa de monitoreo en
el rio Traiguén de cuatro pesticidas, los cuales fueron seleccionados tomando en
cuenta los mayores puntajes de una clasificacion que se obtuvo luego de integrar
parametros como: porcentaje de distribucion en agua, carga, toxicidad y

persistencia.

Asi Palma et al. (2004) seleccionaron segun el indice de clasificacion de riesgo cinco
pesticidas que se muestrearon durante 2001 y 2003 en la Cuenca del Rio Traiguén
correspondiendo a los herbicidas Simazina, Hexazinona, 2,4-D, Picloram y el

funguicida Carbendazim (Tabla III).
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Tabla I11. Concentracion de pesticidas en muestras de agua desde seis estaciones en

el rio Traiguén, IX Region, Chile.

Table |
Pesticide concentrations in water samples from six stations in the Traiguén niver, Temuco. Chile
Pesticide (pgl ') Station
1 2 4 6

6 March 2001
2.4-D nd nd. nd n.d. n.d. nd
Picloram n.d nd nd n.d n.d. n.d.
Simazine nd n.d 3.0 0.9 0.7 n.d
Hexazmone nd nd nd nd 3.0 nd
Carbendazim nd nd nd nd n.d 1.8
27 August
24D 1.3 08 0.8 1.9 9.7 nd
Picloram n.d. n.d nd n.d. 0.3 nd
Simazine nd n.d. n.d. nd n.d n.d
Hexazinone nd n.d. n.d n.d n.d n.d
Carbendazim n.d 0.4 0.2 n.d nd n.d
26 December
2.4-D n.d n.d nd n.d n.d n.d
Picloram nd nd nd nd n.d n.d
Simazine nd nd n.d nd n.d. n.d
Hexazinone nd nd n.d nd n.d n.d
Carbendazim n.d 1.2 0.4 n.d nd n.d
26 Ma

D n.d nd n.d.
Picloram n.d n.d. n.d
Simazine - n.d nd n.d
Hexazinone - nd n.d n.d.
Carbendazim - nd nd n.d
01 October
24D 29 n.d n.d.
Picloram nd nd n.d
Simazine n.d n.d n.d
Hexazinone nd n.d n.d.
Carbendazim - 1.4 1.0 4.5
Detection limit: 0.10pgl™"; n.d.: no detection

Fuente: Palma et al. (2004).

Cuando se evaluan las fuentes de contaminacion y sus efectos en los ecosistemas
acuaticos, es necesario definir los estresores y receptores de la exposicion. De este
modo los ecosistemas y sus complejas interacciones, destacandose las interacciones
bioldgicas en relacion a su rol en la mantencion de los ecosistemas, los que se ven
afectados por el ingreso de plaguicidas u otros agentes toxicos. Por lo tanto, los

efectos de los agentes toxicos sobre las interacciones biologicas necesitan ser
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estudiadas en investigaciones ecotoxicologicas (CENTRO-EULA 1999). La
ecotoxicologia estudia los efectos toxicos de un agente quimico fisico sobre los
organismos vivos, en particular sobre las poblaciones y comunidades, comprende
también el estudio de la modalidad de difusion e interaccion de los agentes quimicos
en el ambiente (Truhaut 1977, Vighi 1989, Maughan 1993, Larrain 1995 en Encina y

Diaz 2001).

La aproximacion mds importante para la evaluacion del efecto se realiza por medio
de técnicas bioanaliticas conocidas como bioensayos de toxicidad aguda y cronica
(Larrain op cit.), siendo la toxicidad una propiedad inherente de un agente quimico
que produce efectos dafiinos a un organismo cuando es expuesto durante cierto
tiempo a determinadas concentraciones. En cuanto a la evaluacion de la exposicion,
se realiza principalmente a través de la identificacion y cuantificacion de las
concentraciones ambientales de los contaminantes, las que son resultantes de las
emisiones puntuales y difusas, modificadas por los procesos fisicos, quimicos y

biologicos del cuerpo receptor (Lovett et al. 1995 en CENTRO-EULA op cit.).

La estimacion de los efectos se puede realizar por observaciones de campo y/o
mediante ensayos ecotoxicologicos, los cuales permiten establecer una relacion
causal entre las concentraciones ambientales y los efectos sobre las poblaciones y
eventualmente extrapolar estos resultados hasta el nivel de comunidad y ecosistema
(Encina & Diaz op cit.). La cuantificacion de la relacion concentracion-respuesta (o

efecto) de especies quimicas conocidas o mezclas complejas por medio de estas
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respuestas se hacen mediante los bioensayos de toxicidad, los cuales se pueden
definir como la: cuantificacion de la relacidon concentracion- respuesta de un
xenobidtico o una combinacion de ellos, que causan efecto adverso o lesion sobre un
sistema bioldgico determinado, bajo condiciones controladas de terreno o laboratorio

(Larrain 1995).

La evaluacion respecto a la presencia de sustancias contaminantes se realiza con
diferentes procedimientos que van desde las modelizaciones, a los célculos de
prevision, desde el andlisis de contaminantes en los sectores abidticos, hasta la
medicion de los contaminantes y sus efectos en los organismos (Leonzio 2002).

Segun USEPA (1992) y Brusick, (1994) en Pastor (2002) la evaluacion del riesgo
ecoldgico comprende la “evaluacion de los efectos ecoldgicos adversos que pueden
ocurrir como un resultado de la exposicion a uno o mas estresores”. La evaluacion
del riesgo es un proceso para organizar y analizar datos y para examinar los efectos

adversos EPA 1998) (Figura 1).
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A EXPOSICTION

CARACTERIZACION
DEL RIESGO

Figura 1. Proceso de la evaluacion del riesgo (Brusick, 1994 en Pastor 2002).

La evaluacion de riesgo, es un proceso que permite evaluar la probabilidad de que se
produzcan efectos ecologicos adversos (impacto en algin nivel de organizacion del
ecosistema ) actuales y/o potenciales como resultado de la exposiciéon a uno o mas
factores estresantes, producto de las multiples actividades realizadas por el hombre
(Cairns, 1980; EPA, 1998; PNUMA/IPCS, 1999; Mejia et al, 2002; Encina & Diaz,
2001; Moraes, 2002 en Bricefio 2003), esta evaluacion se basa en la integracion de
dos elementos esenciales: caracterizacion de los efectos y caracterizacion de la
exposicion a través de la estimacion del riesgo ecologico, metodologia propuesta por
la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (EPA 1992), la que
posteriormente fue propuesta y adaptada por paises como Canadd, Nueva Zelanda y
Australia, Estados Unidos y Brasil (Moraes, 2002 en Bricefio op. Cit.).

Los bioensayos constituyen una herramienta de valoracion del riesgo, detectando la

contaminacion acuatica en determinados organismos, ofreciendo ventajas de manejo
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en condiciones de laboratorio, en estados embrionarios, larvales, juveniles y adultos
(Sensu Gavilan y Hermosilla 1984). Segiun Brown & Thompson, (1986) en Larrain
(1995) éstos se definen como la medicidon experimental de cualquier perturbacion de
un sistema bioldgico determinado causado por un agente quimico o fisico. Estos han
sido desarrollados y estandarizados por agencias internacionales de normalizacion y
proteccion ambiental y se caracterizan por ser reproducibles, rapidos y facilmente

interpretables (EPA 1991; CEE 1984; ISO 1989 en CENTRO-EULA 1999).

Sanchez y Garcia (1999) sefialan que los bioensayos consisten en la investigacion
experimental que se realiza cuando se somete a un organismo  ciertas
concentraciones de sustancias toxicas, para evaluar la respuesta fenologica,
morfologica o conductual de ese elemento sensible. Los dafios observados,
proporcionan un indice independientemente de las condiciones ambientales. En suma
estos factores, forman parte de los métodos para evaluar la calidad e indirectamente
la pérdida y disponibilidad del recurso agua, suministrando informacion sobre las

fuentes de contaminacion.

En la actualidad una gran variedad de bioensayos de toxicidad estandarizados,
utilizan plantas, invertebrados y vertebrados acuaticos para evaluar los efectos
bioldgico-ambientales de efluentes complejos sobre cuerpos acuaticos receptores
(Larrain op cit.).

La seleccion de estos organismos se basa en varios factores, tales como: sensibilidad

a una variedad de sustancias, disponibilidad, representatividad en una variedad de
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ecosistemas y factibilidad de ser mantenidos y cultivados bajo condiciones de
laboratorio, EPA (1994) en Bricefio (2003) ha estandarizado tres especies de peces
entre ellos Oncorhynchus mykiss, mientras que en invertebrados al Anfipodo
Hyalella sp., a los microcrustaiceos Daphnia magna, Daphnia pulex, Ceriodapnia
sp., a los Ephemeropteros Hexagenia limbata, Hexagenia bilineata y al Diptero
Chironomus sp.

En Chile se esta trabajando en la estandarizacion de especies para su utilizacién en
bioensayos de toxicidad siendo consecuencia de ello la promulgacion de las NCh
2083 Of .1999 y la NCh 2706 Of. 2002, para Daphnia y Algas respectivamente

(Tabla IV).

Tabla IV.- Valores de toxicidad para Algas, Microcrustaceos y Peces para cada uno

de los pesticidas en estudio y referencia.

.. Algas |Microcrustaceo| Peces ~
Pesticidas EC oo/l LC s g/l LC oo g/l Autor/Afio
Carbendazim | 340.0%" 460.0" 24.00@ | Canton J (1976) / Palawski D & C
Knowles (1986).
) o 0 ® Peterson et al., (1997)/ Office of
Hexazinona |9.0 85.000 100.000"" | pesticides programs (2000)/ Johnson
W & M Finley (1980).
Office of Pesticides programs (2000)/
Picloram 36.7901"® | 50.700? 3.100° | Mayer m & D Dill (fggi)/ Mager £ (%L R
Ellersieck (1986).
o o 0 ® Turba K et al., (1986)/ Mayer f & R
Simazina  |2.24 10.000 10.000" | Ellersieck (1986)/ Office of Pesticides
programs (2000).
@ o @ Laurant D & C Blaise (1992)/
2,4D 24.2 25.000 1.400 Alexander H et al., (1985)/ Johnson W
& M Finley (1980).

Fuente: Bricefio (2003)
(1)PAN Pesticides Database (2002); (2) ECOTOX Database USEPA (2003).
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La necesidad de evaluar y detectar el impacto de las actividades antrépicas sobre los
organismos y su ecosistema, a través de nuevas metodologias provoca la aplicacion
de criterios bioldgicos, a través del enfoque directo, los cuales segun la EPA (1998),
en un contexto regulatorio permiten el manejo de importantes funciones incluyendo:
a) evaluacion de la efectividad de manejo de practicas, b) plan regional, ¢) plan de
aguas, d) determinacion de manejo prioritario para multiples cuerpos de agua, e)
clasificacion y calificacion relativa de calidad de agua en cuerpos de agua, f)
caracterizacion de la vida acudtica en riesgo y g) provee un medio para evaluar

impactos no a través de métodos de evaluacion tradicionales.

Los biocriterios proveen una evaluacion directa de la condicion del recurso. Impactos
acumulativos en la biota pueden ser medidos, revelando degradacion de sinergismo

que puede ocurrir en condiciones especificas (EPA op cit.).

La aplicacion de este enfoque se realiza por medio de biomonitoreos o monitoreos
bioldgicos. Sanchez & Garcia (1999) definen un biomonitoreo como el uso
sistematico de sensores bioldgicos, a distintos niveles de complejidad, para evaluar
cambios en el ambiente y fundamentar medidas para mejorar la calidad del agua y el

habitat circundante.

En este contexto los bioindicadores proporcionan un instrumento que permite el
estudio, a través de un enfoque mas “directo”, de los efectos de los contaminantes en

el ecosistema a través de una serie de respuestas moduladas e integrables,
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indispensable para la evaluacion del bienestar del individuo, de la poblacién y de la
comunidad. De este modo un bioindicador se puede considerar como un sistema
abierto, expuesto a un medio ambiente en el que un cierto flujo de contaminantes o
su suma entran en el organismo. Generalmente por bioindicadores se entienden todos
aquellos organismos que mediante reacciones identificables  (bioquimicas,
fisiologicas, morfologicas) proporcionando informacion sobre la calidad del medio
ambiente o de una parte del mismo. El concepto que estd en la bese de los
bioindicadores proveen la posibilidad de obtener informacion sobre las moléculas
contaminantes después de su vertido en el ambiente, directamente sobre sus

receptores biologicos (Leonzio 2002).

La evaluacion de los efectos o las respuestas en los organismos constituye el tema
principal de este estudio, para la definicion de la calidad medio ambiental a través del
uso de peces como indicadores, lo que concuerda con lo sefialado por el CENTRO-
EULA (1999).

Las respuestas de los organismos se pueden encontrar practicamente en todos los
niveles de expresion biologica: la variacion de los pardmetros bioquimicos,
fisiolégicos o de comportamiento son los Illamados biomarcadores, la
bioacumulacion de contaminantes, la presencia/ ausencia de algunas especies,

llamadas bioindicadoras (Leonzio op cit.).

El uso de peces como bioindicadores de la calidad del ecosistema acuatico se

fundamenta en que representan un recurso visible desde el punto de vista econdmico
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y recreacional. Ademas pueden integrar condiciones ambientales, son utiles para
establecer relaciones causales entre agentes estresores y efectos en distintos niveles
de organizacion biologica (e.g. evaluacion de las respuestas biologicas, a través de
biomarcadores, resultantes de la exposicion a sustancias contaminantes) y son

integradores de la salud en la cadena alimenticia (Sensu CENTRO-EULA 1999).

Las ventajas de usar peces como organismos modelo incluyendo la facilidad de uso
de los teledsteos, especialmente en acuario, pues pueden ser manipulados en
laboratorio y expuestos a quimicos toxicos, respondiendo de una manera similar a los
altos vertebrados. Ellos pueden ser usados como indicadores de quimicos que son
potenciales causantes de efectos teratogénicos y carcinogénicos en humanos. Sin
embargo, la principal aplicacién para sistemas modelo con peces se relaciona con
determinar la distribuciéon y efectos toxicos de contaminantes quimicos en el
ambiente acuatico (Al-Sabti & Metcalfe 1995).

Los peces pueden actuar como organismos “centinelas” para indicar el potencial de
exposicion para poblaciones humanas de quimicos genotoxicos y agua de bebida. El
alimento es la mayor ruta de exposicion de poblaciones humanas para quimicos
toxicos, y peces y moluscos han sido reconocidos como mejores vectores para
transferir contaminantes a humanos (Al-Sabti & Metcalfe op cit.). Esto debido a la
facilidad de los peces que pueden ser manipulados en el laboratorio y expuestos a
quimicos, es de interés continuo en el desarrollo de ensayos de toxicidad in vivo con
peces como sistemas modelo para evaluar el riesgo en la salud de altos vertebrados

(Powers 1989 en Al-Sabti & Metcalfe, op cit. y Ayllon & Garcia-Vazquez, 2001).
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Todas las caracteristicas anteriormente mencionadas, han permitido el desarrollo de
metodologias que permitan evaluar los riesgos de contaminantes ambientales sobre la

fauna ictica (CENTRO-EULA 1999).

Uno de los instrumentos metodologicos mas desarrollados por el enfoque directo esta
representado por los biomarcadores, definidos como variaciones inducidas
cuantificables de tipo bioquimico celular, fisiolégico o de comportamiento
correlacionables a la exposicion/ efecto de uno o mas contaminantes quimicos
(Depledge 1994 en Leonzio 2002; Peakall & Walke 1993 en CENTRO-EULA op
cit.). Estas variaciones o respuestas pueden ser buscadas a niveles crecientes de
complejidad y/ o organizacion bioldgica. En general, las respuestas relativas a los
biomarcadores de exposicion sefialan una interaccion temprana entre la molécula y
un receptor bioldgico. Con este objetivo pueden ser utilizados biomarcadores como
alteraciones al ADN, la actividad enzimatica de las monooxigenasas de funcion
mixta (Sistema MFO) o bien, las metalotioneinas como sefiales de exposicion a
compuestos organoclorados y a metales pesados respectivamente (Gavilan 2003).

Segun Adams (2002), los biomarcadores son considerado suna medida funcional de
exposicion a estresores ambientales, los cuales son usualmente expresados a un nivel
de organizacion suborganismal. Segun el proposito se pueden definir biomarcadores
de exposicion y biomarcadores de efecto. Los primeros son respuestas que indican la
exposicion a quimicos, pero no provee conocimiento de los efectos adversos en algun
nivel del organismo, por ejemplo mediciones de Citocromo P450 monooxygenasa,

una gran familia de enzimas encontradas en todos los organismos, Porfirinas, etc. En
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cambio los de efecto son respuestas que indican ambos exposicion y efectos
adversos, incluyendo efectos toxicos. Esto incluye deterioro de la condicion reflejada
debido a exposicion a quimicos, produccion de macromoléculas daiinas, lesiones
celulares y de tejidos y reduccion de la capacidad de crecimiento, reproduccion y

sobrevivencia (Peakall & Shugart 1997).

Los biomarcadores pueden ser usados para determinar la exposicion y efectos en
varias importantes vias. Estas incluyen a) evaluacion efectos quimicos de la
agricultura o actividad industrial, b) aguas de alcantarilla municipales o efluentes
industriales, ¢) determinacioén de distribucion geografica de efectos quimicos en el
ambiente y sus cambios en el tiempo, d) identificacion y origen de contaminantes
quimicos, y ¢) establecer enlaces entre causa y efecto (Peakall & Shugart op cit.).
Los biomarcadores de efecto sefialan que un organismo, una poblacion o una
comunidad estan sometidas a un efecto toxico por parte de uno o mas contaminantes,
como ejemplo se encuentra la inhibicién de la Aceticolinesterasa en los vertebrados
después de wuna exposicion a insecticidas organofosforados y carbamatos o la
cuantificacion de aductos de ADN derivados de la exposicion a hidrocarburos
policiclicos aromaticos (CENTRO-EULA 1999).

Los contaminantes a menudo consisten en mezclas quimicas, integrando las
respuestas de muchos quimicos en un activo biomonitoreo. Las respuestas
genotoxicas son a menudo correlacionadas con una variedad de otros efectos (dafio
tisular, inhibicion enzimatica, peroxidacion de lipidos, etc.) debido a multiples

modos de accidon de estas mezclas o sus genotoxicos constituyentes. Ademas cada
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genotoxico produce diferentes lesiones al ADN, incluyendo aductos, oxidacion base,
quiebres de ADN y efectos citogenéticos (Adams 2002). La interpretacion de los
biomarcadores muestra la salud del organismo, su interpretacion es beneficiosa para
biomonitoreos de gradientes de contaminacioén o durante mediciones difusas (Peakall
& Shuhgart 1997). Factores intra especificos que pueden afectar la respuesta de
ensayos de micronucleos incluyen edad, sexo, dieta, salud, estatus reproductivo y

raza genética (Al-Sabti & Metcalfe 1995).

Una cantidad de investigaciones hoy en dia se dedican al desarrollo, validacion y
aplicacion de biomarcadores para evaluar la exposicidon a agentes genotoxicos. El
objetivo general de estas metodologias es para evaluar la dosis interna y/o prediccion
temprana de alteraciones biologicas de efecto sen la salud de largo-término, tal como
cancer y posiblemente otras condiciones cronicas degenerativas (De Flora et al.

1993).

La Tabla V muestra una variedad de métodos en peces, moluscos y equinodermos,

incluyendo biomarcadores y bioensayos.
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Tabla V. Resumen de métodos recomendados por el Working Group Biological

Effects of Contaminants del International Council for the Exploration of the Sea.

peces

especifica. Amplio rango
de contaminantes.

Método Crganisma IC Contaminantes Significado bioldgico
Formacidn DNA- | Paces +++ | PAHs, pesticidas Efectos genotdxicos
aductos | mr
Inhibicién AchE Peces + Organofosforados, Medida de exposicion
Bivalvos + carbamatos vy toxicos
algales
Induccion de | Peces +++ |[Metales (Zn, Cu, Cd,|Medida de expasicidn ¥
metalotioneinas SMyvtilius so. + Hag,...} perturbacion a metales
Induccién  EROD o | Peces +++ | PAHs, PCBs, Dioxinas,.. Indicador de exposiciones pasadas
P4501A o actuales. Predictor de patologias
ALA-D inhibicion Peces +4+4+ | Pb Indice de expaosicion
Metabolitos de PAHs Peces ++ PAHs Medida de exposicion ¥
metabolismo de PAHSs
Estabilidad lisosomal Mejillén + Amplia variedad de | Medida de daios celulares y buen
Ostra - contaminantes. predictor de patologias. Posible
Peces Respuesta no especifica indicador de inmunodepresion en
células sanguineas.
Histopatologia de | Pecas - PAHs ¥ otros xenobidticos | Medida de cambios patologicos
lesiones toxicopdticas, (pesticidas asociados a exposiciones de
preneoplasias ¥ nitroorganicos, compueastos carcinogénicos
neoplasias en higadao triazinas,,...) genatdxicos v no-genatdxicos.
Bioensayos con | Coropfvium, +++ | Contaminacidn no | Toxicidad aguda {letal o subletal)
sedimentos Echinacaraivim, especifica. Amplio rango | actual. Permite interpretaciones
Arenicola, de contaminantes. retrospectivas de cambios en la
Leptocheirus, comunidad
Grandidierefa,
Rbepoxyius,
Ampelisca
Agua intersticial de los | Organismos  de  la |- Contaminacion no | Toxicidad aguda {letal o subletal)
sedimentos columna de agua especifica. Amplio rango | y genotoxicidad  actual. La
(embrion  de erizo, de contaminantes toxicidad de contaminantas
embrion de bivalvos, hidrofdbicos puede ser
Acartia, etc.) subestimada en al agua
Microtox intersticial.
Elutriados de | Idem - Contaminacion no | Toxicidad aguda {letal o subletal)
sedimentos con agua especifica. Amplio rango | y genotoxicidad actual
de mar de contaminantes.
Utilizada en waloracion de
dragados, resuspension
de sedimentos,...
Bioensayos con agua Idem +++ | Contaminacion no | Toxicidad aguda (letal o subletal)
espacifica. Amplio rango | y genotoxicidad actual
de contaminantes.
Utilizada an aguas
costeras y estuarios.
Reparto energético Moluscos bivalvos | ++ Contaminacion no | Respuesta integrada subletal
(scope for growth) (mejilldn, ostra,...) especifica. Amplio rango
de contaminantes.
Deformidad de la | Crassostrea gigans - Especifica de | Disruptor de la formacion de la
concha organoestanicos concha
Imposex Moluscos +4++ | Idem Disruptores hormonales
neogasterdpodos Nucellz  fapifus en  estuarios y
(Mucels fapilius, litoral  costero, ¥ Buccimm
Buccinum undatum) vzt aguas libres
Intersax Littoring Wtorea +++ | Idem Interferencia en la reproduccion
en aguas del litoral costero.
Suceso reproductor en | Soarces wwipars +++ | Contaminacidn no | Medida sobre la capacidad de

reproduccion ¥y supervivencia de
huevos. Restringida al periodo de
reproduccion, cuando la hembra
porta los juveniles.

IC: Intercalibracidn internacional con diferentes arados de desarrollo.

Fuente: Caballeira (2002)
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Una de las metodologias existentes para el analisis de biomarcadores a través de la
evaluacion de respuestas biologicas ante algiin contaminante o la suma de estos es el
Test o Ensayo de microntcleos, fenomeno que ocurre como respuesta ante la

perturbacion a nivel celular durante la mitosis (Sensu Arcand-Hoy & Metcalfe 2000).

La perturbacion puede ser causada por variados factores entre los que encontramos la
exposicion a residuos contaminantes, la que genera respuestas a distintos niveles en
los organismos vivos, tal como pesticidas con conocidas propiedades genotogicas y
clastogénicas. Es si como para el 2,4-D Farah et al. (2003) y Marcos ', Venegas® &
Barra ° (2002) (Com. Pers.) sefialan su condicion de agente genotoxico. Es decir
provoca dafno a la molécula de ADN alterando su normal comportamiento. Es asi
como estos compuestos quimicos pueden estar generando una alteracion o
perturbacién en los ecosistemas acudticos impactados en la subcuenca por las

actividades agroforestales.

Ademés, Mohammed & Ma (1999) estudiaron los efectos clastogénicos y
mutagenos de los herbicidas Atrazina, Simazina (Princep), Dicamba (Banvel D) y
Picloram (Tordon) usando el andlisis de microntcleos. Los ensayos arrojaron que la
mutacion fue elevada para el tratamiento liquido con Picloram en la concentracion de

100 ppm. Mientras que para Simazina era suavemente positiva la elevacion de las

(1) Marcos R. 2002. Universidad Auténoma de Barcelona. Facultad de Ciencias
Biologicas.

(2) Venegas W. 2002. Universidad de Concepcion. Depto. Biologia Molecular.

(3) Barra R. 2002. Universidad de Concepcion. CENTRO EULA. Biomarcadores.
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frecuencias de micronucleos en el radio de accion de la dosis de 5 a 200 ppm (dosis

liquidas).

El Dicamba y Picloram indujeron un aumento en las frecuencias de micronucleos
relacionado con dosificacion. Sumado a esto Carbendazim, segan McCarroll (2002)
produce aneuploidia, permitiendo la formacion de micronticleos. Asi es como se
respalda la justificacion en la eleccion de los pesticidas genotdxicos aplicados en la
Subcuenca del Rio Traiguén, como respuestas a nivel citogenético ante la

exposicion a niveles variables de agentes genotoxico.

La perturbacion a nivel molecular expresado a través de los micronucleos, que se
forman por condensacion de fragmentos cromosomales o cromosomas enteros que
no son incorporados en el niicleo hijo durante la mitosis (anafase). Estos se observan
en el citoplasma separados del nucleo principal, (Heddle et al. 1991; Gudi et al.
1992 en Palm & Krause 1995; Al-Sabti & Metcalfe 1995; Gauthier et al. 1998;
Chung et al. 2002; Alay et al. 1994 en Gavilan 2003, Adams 2002). Ademas Heddle
(1973) y Schmidt (1975) en Al-Sabti & Metcalfe (op cit.) expusieron que los

micronticleos son formados en el citoplasma a través de los siguientes eventos:

1) En la anafase, una cromatida céntrica y fragmentos cromosomales rezagados con

retraso cuando los elementos céntricos van hacia los polos del huso. Los

microntcleos se presentan de fragmentos cromosomales o cromosomas acéntricos
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que no son incorporados en el nucleo hijo en la mitosis porque carecen de

centromero.

i1) Los elementos rezagados pueden ser incluidos en el nucleo de las células hijas,
pero una proporcion de una o varios nucleos secundarios los cuales son mucho mas
pequeios que los nucleos principales (1/5 o 1/20), y son por lo tanto llamados
microndcleos. Los que no pueden ser observados hasta después del primer ciclo

celular.

Asi también Venegas et al. (2002) sefiala que los micronticleos (MN) son masas de
cromatina que tienen un aspecto similar al del nucleo principal y se ven como
pequeios nucleos en el citoplasma de las células interfasicas. Se generan tanto por
rupturas cromosomicas como por mala segregaciéon de cromosomas enteros durante
la division celular, quedando en ambos casos, una cantidad de DNA fuera de los

nucleos hijos y dando el aspecto de pequefios nucleos o MN.

Figura 2. Formacion de células binucleadas con micronucleo.
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Estos micronucleos envueltos en la membrana nuclear, se forman por piezas de ADN
retrasados después de la segregacion de los cromosomas homologos durante la
anafase, ademds no poseen centromero (e.g. fragmentos cromosomales o
cromosomas acéntricos), los agentes que provocan este proceso se denominan
clastogénicos o porque la formacion del huso o enlace es interrumpido producto de la
intervencion de un agente aneugénico (Adams 2002; Com. Pers. Marcos' 2002).

Gudi et al. (1992) en Palm & Krause (1995) sefialan que agentes que inducen
aneuploidia (venenos de huso mitdtico) inducen microntcleos con centromeros,
mientras clastdogenos inducen micronucleos sin centromeros. Asi Nepomuceno et al.
(1997) senalan que los micronucleos son indicadores de efectos clastogénicos y
aneugénicos. Los microntcleos pueden ser detectados por examinacion en
microscopio 6ptico o por fluorescencia de porta objetos con ADN tefiido. Las
ventajas de esta técnicas que provee indices de genotoxicidad, requiere no mas de un
microscopio, ni complejos laboratorios, sin embargo la enumeracion al microscopio

de muchas células consume tiempo (Adams op Cit.).

Seglin la investigacion bibliografica, varias técnicas han sido usadas para monitorear
la frecuencia de micronticleos en proliferacion celular para evaluar in situ la
exposicion en humanos (Al Sabti et al., 1992; Sinues et al., 1991 en Arcand-Hoy &
Metcalfe 2000) y otros mamiferos (Cristaldi et al. 1990 en Al Sabti & Metcalfe
1995). Siendo el ensayo de micronticleos originalmente desarrollado con especies de
mamiferos, ha sido ampliamente usado para testar actividad genotoxica de quimicos

(Heddle et al. 1983 en Al-Sabti & Metcalfe op cit). La técnica fue subsecuentemente
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modificada por Hooftman y de Raat (1982) en Carrasco et al. (1990).para la
aplicacion a peces en laboratorio. Esta modificacion, conocida como “test de
micronicleos en piscinas”, ha sido recientemente propuesto como un potencial
rapido y barato indicador bioldgico in situ de contaminacion quimica en peces
silvestres. Hose et al. (1987) en Carrasco et al. (op cit.); Nepomuceno et al. (1997); y
Bahari et al. (1994), Campana et al. (1999), Sanchez-Galan et al. 1999 en Ayllon &
Garcia-Vazquez (2001) e invertebrados (Brunetti et al., 1988). En vertebrados
acuaticos, este test puede ser usado para evaluar la influencia de la contaminacion en
el ambiente acuatico (Koppe & Starling 2001). En este contexto segin Mitchell &
Kennedy (1992), Park et al. (1993) en Plhares y Koppe (2002) los peces son utiles
como modelos genéticos para evaluacion de la contaminacion en ecosistemas

acuaticos.

La exposicion en el laboratorio de peces a agentes fisicos y quimicos con la
subsecuente enumeracion de micronucleos y otras lesiones genotdxicas significativas
en el nucleo de eritrocitos periféricos fue apoyado por Hooftman & de Raat (1982);
Manna et al. (1985), Al-Sabti (1986 a -1986 b), Das & Nanda (1986), Metcalfe
(1988) en Carrasco et al. (1990) y Bahari et al. (1994), Nepomuceno et al. (op cit.),
Campana et al. (1999), Sanchez-Galan et al., 1999 en Ayllon & Garcia-Vazquez (op

cit.).

El Test de Micronucleos aplicado a biomonitoreo genotdxico de efectos

clastogénicos de contaminantes resulta la mas practica herramienta en mutagénesis
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ambiental (Koppe 2002). Esta entrada es ampliamente usada en organismos acuaticos
tal como moluscos bibalvos como almejas (Mytilus galloprovincialis), (Crassostrea
gigas y Chamelea galina), rana (Rana perezi), Trucha Arcoiris (Onchorhynchus
mykiss), peces salmoniformes (Umbra pigmea), Carpa prusiana (Carassius auratus
gibelio) y Tilapias (Oreochromis mossambica) (Hooftman y Raat 1982, Manna et al.
1985, Hose et al. 1987, Metcalfe, 1988, Brunetti et al. 1988 en Carrasco et al. (1990)
y Rodriguez-Ariza 1992, Al-Sabti 1994, Al-Sabti y Metcalfe, 1995, Vernier et al.

1997 en Koppe 2002).

En toxicologia acudtica los componentes de sangre periférica de peces han sido
encontrados el reflejo de la contaminacion ambiental (Nikinmaa 1992 en Palm &
Krause 1995), es considerado como uno de los més promisorios, no costosa y rapida
técnica proyectada convenientemente para evaluar la exposicion a contaminantes en
este caso de peces marinos y de agua dulce (Landolt y Kockan 1983 en Palm &
Krause op cit.).

Plhares & Koppe (2002) hacen una diferencia entre micronucleos del rifidn,
principal tejido hematopoyetico, y los de sangre periférica, que para biomonitoreos
de mutdgenos en el agua, ambos grupos de eritrocitos son de similar sensibilidad,
siendo los primeros mas facil de muestrear. El Test de eritrocitos micronucleados ha
sido usado con diferentes especies de peces para monitorear los contaminantes
acuaticos exhibiendo caracteristicas mutagénicas (De Flora et al. 1993), ademas

puede ser usado para examinar muchos tipos de respuestas simultineamente (e.g.
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retardo mitdtico, apoptosis, y quiebre cromosomal, pérdida y no disyuncion (Kirsch-

Volders et al. 1997 en Adams 2002).

Hay muchos ejemplos para sefialar en los cuales se utilizan los microntcleos como
indicador de efectos genotdxicos en los organismos acudticos, donde las respuestas
genotoxicas son inducidas por una variedad de contaminantes, incluyendo
Hidrocarburos poliaromaticos, nitroaromaticos, y clorados (Huang et al. 1995; Fu &
Herreno-Saenz 1999; Fu et al. 1999; Pickering en Adams 2002), metales pesados
(Snow 1992 en Adams op cit.), y Pesticidas (Vijayaraghavan & Nagarajan 1994,
Campana et al. 1999). Los tejidos utilizados para este propo6sito incluyen la sangre
(Al-Sabti & Metcalfe 1995; Gauthier 1996), higado (Rao et al. 1997) y Branquias
(Campana et al. 1999) (Adams op cit.).

Segun Fossi & Leonzio (1994) la eleccion del material biologico a analizar debe ser
de preferencia facilmente disponible y cuya intervencion de colecta sea no
destructiva. Los principales materiales biologicos utilizados en la via no destructiva
son: el tejido sanguineo, excretas, biopsia de higado, biopsia de piel, huevos, cascara
de huevos, plumas y alas, pelo, cornamentas, leche. Sin embargo el tejido sanguineo,
posee una amplia gama de rangos de expresion desde un biomarcador a un analisis

de residuos quimicos.

Hayashi et al. (1998) y Al Sabti & Metcalfe (op cit.) han realizado varios estudios en
eritrocitos, donde se han reportado alta frecuencia de micronucleos en especies de

peces desde areas contaminadas en comparacion a las de referencia o control
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(Arcand-Hoy & Metcalfe 2000; Palm & Krause 1995). Asi, el Test de micronucleos
es una de las técnicas de registro rapidas para la evaluacion de la exposicion a
contaminantes (Landolt & Kockan 1983 en Palm & Krause op cit.).

Los analisis de micronucleos en peces han demostrado ser técnicas in vivo utiles para
probar la genotoxicidad, demostrando el potencial para supervisar in situ la calidad
del agua (Al-Sabti & Metcalfe 1995).

Los microntcleos también pueden dar una indicacién de riesgo carcinogénico
debido a que Dopp et al. (1996) en Adams (2002) estudiaron almejas de habitat
contaminados encontrando un aumento en la frecuencia de leucemia y aumento de

micronucleos.

Este ensayo es facilmente adaptable para monitoreos in situ. Sin embargo hay
muchos factores bioldgicos que influencian las respuestas genotdxicas: especies,
edad, sexo, estatus reproductivo, salud y temperatura del agua, pues juegan un rol
importante en la expresion de efectos genotdxicos en peces (Hayashi et al. 1998, Al

Sabti & Metcalfe 1995 en Arcand-Hoy & Metcalfe 2000).

En este contexto, el objetivo de este estudio es evaluar la respuesta a través de un
biomarcador, expresado en la induccidon de micronucleos en eritrocitos periféricos de
peces de la especie Oncorhynchus mykiss, como medida de actividad clastogénica
ante la exposicion de pesticidas genotdxicos, derivado de las actividades
agroforestales desarrolladas en Subcuenca del Rio Traiguén, IX Region, aplicando el

Ensayo de Micronucleos como herramienta de diagnostico y pronostico.
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1.1.- HIPOTESIS DE TRABAJO

- Existe una respuesta a nivel citogenética expresado en la formacion de eritrocitos
micronucleados en Oncorhynchus mykiss por la exposicion a potenciales pesticidas
genotoxicos, procedentes de las actividades agroforestales en la Subcuenca del Rio

Traiguén.

1.2.- OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

“Evaluar la respuesta de a través de la utilizacion de biomarcadores como

herramienta de biomonitoreo, resultado de la exposicién a pesticidas genotoxicos,

producto de las actividades agroforestales en la Subcuenca del Rio Traiguén”.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Determinar la respuesta de Oncorhynchus mykiss, a través de la formacion de

eritrocitos micronucleados como resultado de la exposicion a pesticidas genotdxicos.
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2. Contribuir a la elaboracion de una base de datos de calidad de agua en la

Subcuenca del Rio Traiguén.

3. Proponer los biomarcadores, a través de la aplicacion del Test de Micronucleos,

como herramienta de diagndstico y monitoreo de calidad ambiental en la Subcuenca

del Rio Traiguén.
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2.- MATERIALES Y METODOS

2.1 Area de estudio

2.1.1.- Descripcion del area de estudio.

El area de estudio se sitia en la Cuenca del Rio Traiguén perteneciente a la Hoya
Hidrografica del Rio Imperial de la IX region y abarca 10.176 ha., lo que representa
el 79.46% de la superficie total de la cuenca de 12804.9 ha. (Figura 3). Segun su
morfologia la cuenca presenta dos formas bien diferenciadas en sentido oeste-este: en
su parte baja es alargada y angosta en el que predomina el cauce principal de 50.4
Km., el cual en su parte media se ramifica en una serie de cauces de orden menor
dando a la cuenca una forma arborea (Olave 2001).

El rio Traiguén recorre la parte media y baja de la cuenca (situada a una altura de 350
m.s.n.m) presenta un régimen estacional con caudal medio maximo de 43.8 m3/s
invierno y caudal minimo de 0.21 m3/s en verano (DGA 2001 en Sanchez 2002).

El rio Traiguén es preandino, a 20 Km se origina al oriente de Victoria, de la union
de dos esteros (las Mariposas y el Collahue). En este tramo la Direcciéon General de
Aguas ha otorgado derechos de aprovechamiento consuntivos (aguas empleadas en el
riego agricola, que no obliga a restituir las aguas después de usadas) del rio Traiguén
de los cuales 1.790 1/s son para riego y 200 1/s para ser utilizados como

abastecimiento de agua potable, por ESSAR (DGA 1998 en Weisser 2003.).
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CHILE

X REGION

Fuente: Olave (2001).

Figura 3. Ubicacion general del area de estudio.
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La metodologia utilizada para el cumplimiento de los objetivos planteados se

encuentra en la figura 4.

Figura 4. Flujo metodologico
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2.1.2.- Clima.

Las caracteristicas agroclimaticas de la cuenca del rio Traiguén, se encuentran

resumidas en la Tabla VI.

Tabla VI. Caracterizacion agroclimatica.

Parametros Valores
T° Maxima mes de enero (°C) 23
T° Minima mes de julio (°C) 8
Pluviometria anual (mm) 1660
Dias grados acumulados 121
Horas frio mayo-septiembre 457
Dias libres de heladas (50% prob) 150-180
Meses de receso vegetativo 5
Meses humedos 7-8
Meses secos 3-4

Fuente: CONAF 1990 en Sanchez 2002.

2.1.3.- Datos Meteoroldgicos.

Los datos de precipitaciones medias mensuales y caudales medios recogidos en la
estacion de Traiguén en Victoria y Las Mercedes, por la Direccion General de

Aguas (DGA 2004), se observa que los mayores valores de precipitaciones fueron
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registradas en el mes de junio y julio (Figura 5), en estos meses también se registro
un aumento de caudal, cuya maxima se observa entre los meses de junio y julio
(Figura 6), las bajas precipitaciones se caracterizaron en los meses de enero a mayo,

los cuales también se encontraron dentro de los periodos de minimo caudal.

Figura 5: Pluviometria media mensual, Estacion Las Mercedes Victoria.

600
500 x
e 400 :
£ 288 : / __+ Seriel
100
0 7% T T T T T T T

Fuente: DGA (2004).

Figura 6: Caudales medios mensuales del Rio Traiguén en Victoria.
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Fuente: DGA (2004).
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2.1.4.- Caracteristicas prediales de la cuenca

El area de estudio definida en la cuenca del rio Traiguén incluye un total de 111
predios, la informacion se obtuvo mediante la consulta a 3 ortofotomosaicos del
centro de informacion de recursos naturales (CIREN CORFO 1994 en Olave 2001),
correspondientes a Victoria, San Gregorio y Estero Cold escala 1:20.000, la
informacion generada permitié caracterizar el total de predios en funcioén de una base
de datos general a nivel predial (rol avaltio, nombre del predio, nombre del
propietario, suelos, capacidad del suelo, superficie total del predio) y de superficie
cultivable y aplicacion de pesticidas (4rea del predio dentro de la subcuenca, uso y
superficie del predio dentro de la subcuenca, tipo y superficie de cultivo, tipo y dosis
de pesticidas aplicado a cada cultivo, carga de aplicacion, época de siembra y

cosecha, forma de aplicacion) (Olave op cit.).

2.1.5.- Suelo

Segun la caracterizacion del suelo a través de mosaicos de suelo (CIREN CORFO,
1989 en Olave op cit.) el area de estudio se encuentra definida por las series Victoria
(Vc) y Barros Arana (Ba) (Anexo 4). De acuerdo a la formula predominante (323)
(Anexo 5), los suelos de este sector presentaron un horizonte A, bien definido, buen
drenaje y textura media, franco arenosa muy fina, franco arcillosa y limo (Olave op

cit.).
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De acuerdo a la clasificacion del suelo a través de mosaicos de capacidad de uso se
constato que casi la totalidad del area pertenece a la capacidad de uso III los suelos
de esta clase presentan moderadas limitaciones en su uso, debido principalmente al
relieve moderadamente inclinado a suavemente ondulado, permeabilidad muy lenta
en el subsuelo, baja capacidad de retencion de agua entre otras (CIREN CORFO

1989 en Olave 2001).

2.1.6.- Uso actual del territorio.

El suelo de la Subcuenca del Rio Traiguén se caracteriza por su uso agricola,
forestal, renoval, pradera y urbano los que se distribuyen en distintas proporciones a

lo largo de la cuenca.

El uso agricola presenta una mayor frecuencia a nivel predial y en términos de
superficie representa el 50.05% del area total. El porcentaje de predios caracterizados
por la presencia de renovales y de uso urbano es menor y la superficie dentro de la

cuenca alcanza al 19.39% y 0.19% de la superficie total de la cuenca (Olave op cit.).

El area de uso agricola presenta cuatro tipos de cultivos: trigo, raps, cebada y avena
los que son cultivados simultdneamente en la mayoria de los predios. El trigo tiene la
mayor frecuencia a nivel predial lo que también coincide con una mayor superficie

(41.99%), raps (10.14%), avena (19.12 %), por otra parte el cultivo de cebada es
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menos frecuente en los predios, y abarca también una menor superficie dentro de la

subcuenca (3.21%) (Olave 2001).

2.2- CARACTERIZACION DEL HABITAT

La calidad del hébitat se caracterizd usando diversas variables donde los parametros
clave del habitat consisten en dosel de vegetacion, flujo de corriente y profundidad.
Se registraron también variables estructurales del habitat, tales como profundidad

media y maxima, ancho del cauce.

2.3.- MUESTREO

2.3.1.- Puntos de Muestreo

Se muestrearon 5 estaciones del rio, muestras de agua en botellas muestreadoras para
determinar pardmetros fisico quimicos y pesticidas en laboratorio. Mientras que para
la aplicacion del Test de Microntcleos se escogieron tres estaciones representativas.
La figura 7 muestra las cinco estaciones de muestreo y los usos del suelo del area en

estudio.

En la Tabla VII se senalan las coordenadas de las estaciones de muestreo de la

Subcuenca del Rio Traiguén.
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uente: Weisser (2003).

Figura 7.- Ubicacion de los puntos de muestreo de la Subcuenca del Rio Traiguén.

Tabla VII. Definicion de los puntos de muestreo.

N° puntos Coordenadasen UTM Tipo de subcuenca
de muestreo N E o lugar
1 5.765.260 761.305 Forestal
2 5.764.950 754.304 Agricola-Forestal
3 5.764.573 754.248 Agricola-Forestal
4 5.766.096 749.461 Intermedio
5 5.764.212 735.716 Salida este de la ciudad de Victoria
(Bocatoma ESSAR)

Fuente: Weisser (2003).
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En tres de las cinco estaciones (2, 3 y 4), se utilizd como Unico arte de pesca para el
muestreo de peces un equipo de pesca eléctrica. Para estandarizar las capturas, se
recorrieron 50 m de largo en cada estacion de muestreo, barriendo todo el ancho del
cauce. La unidad de esfuerzo considerada fue de 50 m de longitud del estero y 30
minutos de pesca. Los peces capturados fueron mantenidos vivos en recipientes y
fueron identificados in situ hasta nivel de especie. A cada ejemplar se le midi6 la

longitud total, longitud estandar y el peso total.

Las fechas de cada muestreo se adecuaron a dos periodos: un periodo de pre-
Aplicacion de pesticidas (Mayo-Junio 2003) y un segundo muestreo a un periodo de

post-Aplicacion de pesticidas (Septiembre-Octubre 2003).

2.3.2.- Medicion de parametros Fisico-Quimicos

Al mismo tiempo de tomar las muestras de peces se determind pH, temperatura,
turbidez, conductividad, Sélidos Disueltos Totales, Solidos Suspendidos Totales
(SST), Solidos Suspendidos Fijos (SSF), Solidos Suspendidos Volatiles (SSV),
Soélidos Totales (ST), Solidos Totales Fijos (STF), Solidos Totales Volatiles (STV),
Alcalinidad, Color, Dureza Total, Oxigeno Disuelto, DBOs, Fosfato, Nitrato, Nitrito,
Coliformes Fecales y Coliformes Totales. Estos fueron medido sen superficie (0-30
cm). En terreno la temperatura y el pH fueron medidos con pHmetro Orién modelo

250 A el cual tiene incorporado un termometro. La conductividad y Soélidos
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Disueltos Totales (TDS), fueron medidos con un Conductimetro Oriéon modelo 115.

El resto de parametros fueron determinados en laboratorio.

Tabla VII1: Metodologia de analisis Quimico:

(NCh 1805 Of. 80; NCh 2313)

Parametro Metodologia

DBO; Método volumétrico

Amonio Método Djendhal

Fosforo Espectrofotometria visible. Ac.

Vanadomolibdofosforico

Nitrito Meétodo colorimétrico

Nitrato Meétodo colorimétrico

Dureza Volumetria complexométrica con EDTA
Soélidos Suspendidos Gravimetria directa

Tabla IX: Metodologia utilizada para analisis Microbioldgicos:

NCh 1620/1 Of 84; NCh 1620/2 Of 84.

Paréametro Metodologia

Coliformes Fecales Meétodo de los tubos multiples
Unidad NMP/100 ml

Coliformes Totales Meétodo de los tubos multiples
Unidad NMP/100 ml
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2.4.- ESTIMACION DE LA EXPOSICION

2.4.1.- Andlisis de Pesticidas

la exposicion se determind mediante un monitoreo quimico de pesticidas
anteriormente propuestos por Olave (2001) de acuerdo al modelo de Fugacidad Nivel
I, el cual integra las caracteristicas fisico quimicas y el uso de ciertos parametros
como son toxicidad, porcentaje en agua, carga total y persistencia de los pesticidas
usados en la subcuenca. Los andlisis para determinar los pesticidas (Herbicidas)
Picloram, 2,4-D, Simazina, Hexazinona y el Fungicida Carbendazim presentes en las
aguas del Rio Traiguén, se realizaron en el Laboratorio de Quimica de la Universidad
de la Frontera. El tratamiento de las muestras fue por Extraccion en fase soélida,
SPEC (LC-18, 500 mg). Para la determinacion de los pesticidas utilizaron analisis
cromatografico multirresiduo, empleando cromatégrafo liquido HPLC detector UV.

El porcentaje de recuperacion fue de 90-98%.
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2.5.- ESTIMACION DE LOS EFECTOS

2.5.1.- Biomonitoreo:

Los organismos a monitorear corresponden a individuos de la especie Oncorhynchus
mykiss, los que capturados mediante pesca eléctrica con equipo electro-Fidefanggerat
durante dos periodos de muestreo Pre y Post Aplicacion de pesticidas, fueron
medidos y pesados en terreno. Ademas se les extrajo una muestra de sangre de la
vena caudal, la cual fue extendida en portaobjetos limpios para su posterior fijacion,
tincion y conteo. Con el fin de aplicar el biomarcador escogido: Test o Ensayo de

Microntcleos en eritrocitos de peces.

2.5.2.- Bioensayos de Toxicidad:

Para validar los resultados obtenidos en terreno se procedio a realizar bioensayos en
laboratorio, aplicando el mismo biomarcador. Los ensayos fueron realizados en el
Laboratorio de Ecotoxicologia de la Escuela de Ciencias Ambientales, de la

Universidad Catolica de Temuco, entre los meses de junio-octubre de 2004.

2.5.2.1.- Disefio Experimental: Descripcién tratamientos.

Los peces son tratados por 96 horas con soluciones frescas de dos pesticidas en su

férmula comercial bajo condiciones de laboratorio: 2,4-D (0.8, 2.0, 5.0, 10 y 20 ppm)
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y Carbendazim (1.0, 4.0, 10, 15 ppm), los que fueron controlados a las 24 y 96

horas. Se consideraron tres réplicas por cada concentracion. En cada acuario de 20

Litros, lavados previamente con yodo al 0,3 %,

se colocaron 2 individuos. Para

evitar algiin sesgo en los resultados, dos grupos controles fueron testeados, un

control positivo, representado por Mitomicina C (CAS N° 50-07-7), inhibidor de la

sintesis de DNA, division nuclear, testeados a una concentracion de 1 y 2 mg/kg,

inyectado intraperitonealmente con una solucién salina (NaCl 0,9%), testeado a las

24 y 96 horas y un control negativo utilizando s6lo agua de pozo (Ayllon & Garcia,

2001; Koppe 2002).

Tabla X: Caracteristicas de los pesticidas utilizados para el testeo.

Compuesto N. Comercial Ingrediente Activo Concentracion
Carbendazim Duett Epoxiconazol+Carbendazim 125 g/1+ 125 g/l
2,4-D 2,4-D 480 x 01 2,4-D Sal Dimetilamina 480 g/l
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Figura 8: Esquema del disefio experimental.

CONTROLES

TRATAMIENTOS

Control Positivo: MITOMICINA C

2 individuos

2 individuos

C: 1 mg/kg

2mg/k

CARBENDAZIM

2 individuos

C: 1.0, 4.0, 10, 15 ppm

Control Negativo: Agua de pozo

2 individuos

24-D

2 individuos

C:0.8,2.0,5.0,10y 20 ppm

C= Concentracion, Control: 24 y 96 horas, N° de Replicas: 3
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Tabla Xl.- Condiciones generales utilizadas en la realizacion de ensayos de
toxicidad aguda para peces (Oncorhynchus mykiss) (modificado de Tortorelli et al.,

1994 en Bricefio 2003) aplicables al ensayo de micronucleos.

ITEM CONDICION
Tipo de test Estatico
Duracion del test 96 horas
Variable respuesta Induccién de Micronucleos
Temperatura 15+/-1°C
pH 6.5-8.5
Calidad de luz Iluminaciéon ambiente laboratorio
Intensidad de luz Niveles ambiente laboratorio
Fotoperiodo [luminacién natural
Alimentacion Ninguna
Talla de los organismos 100 — 300 gramos.
N° de organismos por concentracion 2
N° replicas 3
N° de concentraciones 4-5
Tamafio del recipiente 20 litros.
Agua de dilucion Aguad e pozo
Expresion de los resultados Frecuencia de MN%o en 2000 células
Aceptabilidad del Test 100% Sobrevivencia
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2.5.3.- Obtencidn del material bioldgico

Se realizo el ensayo, utilizando la variable respuesta representado en la formacion de
eritrocitos micronucleados, en peces inmaduros de Trucha Arcoiris (Oncorhynchus
mykiss), con un peso promedio de 100 a 300 g, obtenidos de la Escuela de
Acuicultura de la Universidad Catoélica de Temuco. Posterior al transporte fueron
mantenidos en reposo y climatizados por 24 horas sin alimentacion, en estanques con
agua bien aireada (pH 6.5-8.5 y T 15° C) para su posterior utilizacion. Los peces no

fueron alimentados durante el periodo experimental.

2.5.4.- DETECCION DE GENOTOXICOS INSITUY EXSITU

Luego los individuos fueron analizados mediante el Ensayo de Micronucleos,

aplicado tanto en condiciones de campo como en laboratorio.

2.5.4.1.-Test de Micronucleos

Los Micronucleos (MN) son fragmentos de ADN encerrados en pequefias envolturas
de membrana nuclear. La ventaja de esta técnica es que provee un indice de
genotoxicidad, y no requiere mas que un microscopio y no es complejo (Adams
2002). El tejido usado incluye sangre por lo cual a los peces se les extrajo sangre
periférica por puncion de la vena caudal, dos muestras por individuo son tomadas y

esparcidas en portaobjetos limpios. Los frotis se secaron al aire por 24 horas. En
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laboratorio se fijaron con Metanol: Acido Acético (3:1), luego se tifien con Giemsa al
5% en tampon fosfato pH 6.7; se lavan con agua destilada y se dejan secar al aire

(Gavilan 2003).

El conteo de los micronucleos se hace segun lo indicado por Racine y Matter (1984)
en Alay et al. (1995). Se cuentan 2.000 células por portaobjeto, examinando dos por
cada ejemplar con un total de 137.160 eritrocitos contados con 50 individuos en
terreno y un total de 417.000 eritrocitos con 81 individuos en laboratorio. La
observacion se hizo en un microscopio con 1000x de magnificacién con aceite de
inmersion para asi determinar la frecuencia de micronucleos. Los portaobjetos fueron

numerados y los conteos se hicieron a “ciegas” por un solo observador.

Se calculd la cantidad de micronucleos expresados en MNC %o, el cual expresa la
frecuencia de células micronucleadas por 1000. Ademas se calcul6 el indice PI que
se aplica al MNC %o del control negativo respecto al MNC %o calculado de las
muestras.

Lo anterior se aplica los peces muestreados de cada Estacion del Rio Traiguén tanto

para cada Tratamiento y Control hecho en laboratorio.

La MNC %o y el indice de PI fueron calculados como sigue:

MNC %o = N° de Células Conteniendo MN * 1000 %o

N° Total de Células contadas
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PI= MNC %o de Muestras

MNC %o del Control Negativo

Los Criterios de Identificacion de Micronucleos (MN) se aplicaron segiin Majone et
al. (1987), Carrasco et al. (1990), Fenech et al. (1996) en Annales de Biologie

Clinique (2000) y Koppe (2002), donde:

e El diametro del MN debe ser menos de una mitad del ntcleo principal.

e Los MN se debe estar separado del nucleo principal, debe haber una
identificacion clara del limite nuclear.

e Los MN no son mas refractivos y tienen un color ¢ intensidad como la del
nucleo principal.

e Los MN son casi redondos.

e Los MN deben estar incluidos en el citoplasma celular.

2.6.- ANALISIS ESTADISTICO

Todo resultado analitico debe ser acompafiado de un nivel de confianza que muestre

el rango dentro del cual con gran probabilidad estaran incluidos el resultado y el

valor real, a través de limites estadisticos.
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El primer paso es determinar la desviacion estandar de los resultados obtenidos en

una serie de réplicas, donde:

Ecuacidon 1

S=\1/n-1¥(xi-X)?

Como X como la media de los resultados

Ecuacién 2

X= 1/nYxi

Los resultados obtenidos del ensayo de micronucleos aplicado seran tabulados en una
planilla de calculo Excel 5.0. La frecuencia de formacion de microntcleos, tanto
entre los sitios muestreados como en laboratorio, se comparadas mediante un analisis

de varianza ANOVA no paramétrica mediante el programa estadistico Statgrafics.

El Test Tukey fue usado para determinar diferencias significativas entre cada punto

experimental y su respectivo control en el bioensayo.

Los parametros fisico quimicos obtenidos del Rio Traiguén se comparan con los
obtenidos desde la Cuenca del Rio Chillin y Damas a través de un andlisis de

Cluster.
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3.- RESULTADOS

3.1.- CARACTERIZACION DEL HABITAT

a) DOSEL DE VEGETACION

En las riberas del Rio Traiguén, se presenta muy poca vegetacion introducida dentro
del area que se realizd el muestreo, la mayor cantidad es nativa. Las especies de
Eucalyptus globulus (Eucaliptus) y Pinus radiata (Pino) no se presentaron en esta
area, la cual es de 20 m desde la ribera. En las Estaciones 1, 2, 3 y 4 se encuentran
una diversidad mayor de especies arboreas y arbustivas, en las dos riberas del rio, lo
que ayuda a proteger la erosion del lugar. En la estacion 5 existe una menor

diversidad vegetacional en ambas riberas (Weisser 2003).

b) CAUDAL

Los caudales fueron obtenidos de la Estacion Rio Traiguén en Victoria (Tabla XII) y
directamente en las respectivas estaciones durante el primer periodo de muestreo
(Tabla XIII) y segundo periodo de muestreo (Tabla XIV). Se observa que durante el
primer muestreo (Mayo) se presentd un caudal menor que durante el segundo

muestreo (Septiembre-Octubre).
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Tabla XII: Caudales medios (m’/seg) mensuales registrados durante el periodo de

muestreo del ano 2003. Coordenadas: UTM Norte: 5.766.669 mts. UTM Este:

734.925 mts.

ANO MAR ABR MAY JUN JUL AGO SEP OCT
2003 0,29 0,3 0,48 7,6 8,61 4,79 5,82 5,09
PROMEDIO | 0,29 0,3 0,48 7,6 8,61 4,79 5,82 5,09

Fuente: DGA (2004).

Tabla XIII: Velocidad del agua y Caudal medido en terreno durante el primer

muestreo (Pre-aplicacion).

Profundidad
Ancho | Superficie de Ribera Veloc. del Caudal Promedio

Estacion (m) muestreo (m?) | de muestreo | agua (m/s) (mfs) (cm)

1 9,4 680 Ambas 0,317 44,82 12,2

2 9,15 400 Ambas 0,168 15,41 13,2

3 4 350 Ambas 0,136 5,46 11,2

4 9,34 810 Sur 0,174 24,43 22,6

5 13,2 750 Ambas - - -
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Tabla XIV: Velocidad del agua y Caudal medido en terreno durante el segundo

muestreo (Post-Aplicacion).

Ancho | Superficie de Ribera Veloc. del agua| Caudal Profundidad
Estacién | (m) | muestreo (m?) | de muestreo (m/s) (m3/s) Promedio (cm)
1 5,6 680 Ambas 0,6 43,68 41,3
2 10,4 400 Ambas 0,78 105,450 27,900
3 6 350 Ambas 0,624 48,67 18,5
4 18,2 810 Sur 0,8 168,48 50,4375
5 14 120 Sur - - -

Nota: Para la Estaciéon 5 no fue posible determinar el caudal, en ninguno de los

muestreos.

3.2.- MUESTREO

3.2.1.- Parametros fisico-quimicos

En terreno se realizd la medicion de parametros fisico quimicos del agua superficial
in situ, como son pH, temperatura, conductividad, Sélidos disueltos totales entre
otros. En la Tabla XV se observan los datos fisicos quimicos obtenidos y medido sin
situ, considerando pH, Conductividad, Turbiedad, Temperatura, Solidos Totales
Disueltos, donde sus valores s e encuentran dentro de los rangos para rios surefios de

la depresion intermedia.
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Tabla XV: Parametros fisicos y quimicos medidos sin situ.

PARAMETROS Estacion 1 Estacion 2 Estacién 3 Estacion 4 Estacion 5
Periodo A B A B A B A B A B
pH 6,7 | 735 6,77 | 6,86 | 6,48 | 6,9 | 6,75 | 6,92 [ 7,05 | 6,98
Conductividad

(uS/cm) 22,1 [ 22,1 ] 24,8 | 19,1 | 24,3 | 16,3 27 16,9 124,48 15,3
Turbiedad 1,92 | 84,2 | 3,15 [ 32,05 2 98 2,29 [62,03 | 2,28 | 47,2
Temperatura(®C) [ 6,7 8,7 7,4 8,6 7,6 9,7 7,1 10 |1 945] 9,1
Solidos totales

disueltos mg/I 10 10 12 9 243 8 14 8 12 3

A: Pre-aplicacion de pesticidas, B: Post-aplicacion de pesticidas.

La Tablas XVI y XVII muestran los pardmetros medido en el laboratorio en forma

paralela a los anteriores.
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Tabla XVI: Parametros fisicos y quimicos medidos en el laboratorio, periodo de Pre-Aplicacion.

PRE
APLICACION Mayo  -Junio 2003
Nitrog.
T° SST Alcal. Dureza T 0,. DBOs | P-PO4 [ Amon. | NOs;-N | NO,-N
Estacion (°C) | pH | Turbidez [ (mg/1) (ppm) | Color | (ppm) (mg/1) (mg/l) | (ug/L) | (ug/L) | (ug/) (ug/l) | Col. Fec. | Col. Tot.
T1 9,7 7 2,28 1,75 39,94 11 48,14 9,16 1,12 <0,02 [ 0,0 0,39 <0,01 17 350
T2 7,1 16,77 2,29 1,67 31,88 16 23,27 8,9 1,22 <0,2 0,1 0,49 <0,01 17 330
T3 7,6 | 6,48 2 2,5 39,31 19 31,94 8,6 1,6 <0,2 0,1 0,37 <0,01 49 1100
T4 74 16,75 3,15 1,67 35,63 23 37,68 8,23 1,87 <0,2 0,1 0,62 <0,01 130 350
T5 6,7 16,71 1,92 0,835 35,63 49,55 8,48 1,98 nd 0,0 0,2 <0,01 130 700
Promedio | 7,7 6,74 | 2,328 1,685 36,478 17,3 38,116 8,674 1,55 0,155 0,1 0,414 0,01 68,6 566
Tabla XVII: Parametros fisicos y quimicos medidos en el laboratorio, periodo de Post-Aplicacion.
POST
APLICACION Sep- Octubre 2003
Nitrog.
T° SST Alcal. Dureza T DBOs | P-PO; | Amon. [ NO3;-N | NO,-N

Estacion (°C) | pH | Turbidez | (mg/l) (ppm) | Color | (ppm) | Ox(mg/l) [ (mg/L) | (ug/L) | (ug/L) | (ug/L) | (ug/L) | Col. Fec. | Col.Tot.
T1 9,5 169] 31,02 11,67 0,01 8 86,09 10 0,9 <0,2 0,1 0,46 <0,01 17 220
T2 8,6 |68 nm 6,67 0,01 7 64,06 13,3 2,1 <0,2 0,1 0,56 <0,01 21 790
T3 98 169] 3232 16 0,01 5 61,06 12,2 1,1 <0,2 0,1 0,53 <0,01 21 330
T4 10,01 [ 6,8 [ 32,05 6,67 0,01 7 60,06 11,8 1,9 <0,2 0,1 0,74 <0,01 33 790
T5 9,1 |7,4] 2001 42,67 0,01 12 84,08 11,8 0,9 <0,2 0,1 0,86 <0,01 230 790

Promedio | 9,402 | 6,9 | 28,85 16,736 0,01 7,8 71,07 11,82 1,37 0,2 0,1 0,63 0,01 64,4 584
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Respecto a los parametros fisicos y quimicos (Tabla XV, XVI y XVII) medidos
durante ambos periodos de muestreo tenemos que las mediciones realizadas en las
Estaciones del rio Traiguén flucthan entre 6,7 -9,45 °C en el primer periodo de
muestreo 'y 8,6-10 °C en el segundo muestreo. En relacion al pH las aguas del rio
Traiguén presentaron variaciones desde 6.5 a 7.35, siendo la Estacion 5 la que

present6 el valor més alto con un pH de 7.35.

Los valores durante el primer muestreo de 9.95 y 17.64 mg/l CaCO; en las
Estaciones 3 y 4 respectivamente y de 10.51 y 20.02 mg/l CaCOs3, en las Estaciones
1 y 3 respectivamente durante el segundo periodo de muestreo.

Los valores de oxigeno disuelto, obtenidos en aguas del rio Traiguén son de 8,23
mg/l como minimo (Estaciéon 4) durante el primer muestreo y de 13.3 mg/l el

maximo (Estacion 2) en el segundo muestreo.

El i6n fosfato como nutriente en las aguas del rio Traiguén present6 un valor minimo
en la Estacion 1 durante el primer muestreo con < 0.02 mg/l y maximo de < 0.2 mg/1

en el resto de las estaciones, en ambos periodos de muestreo.

Las aguas del rio Traiguén presentaron para el nitrogeno amoniacal un valor igual en
las 5 Estaciones de < 0.1 mg/l en el primer y segundo periodo de muestreo, sin
embargo en el primer muestreo la Estacion 1 se registrd el valor minimo alcanzando

<0.01 mg/1.
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Las aguas del rio Traiguén mostraron un valor < 0.01 mg/l de nitrito en todas las
Estaciones.

Las agua del rio Traiguén presentaron un maximo de nitrato de 0.6 mg/l en la
Estacion 4 y un minimo de 0.21 mg/l en la Estacion 5 durante el primer muestreo,
mientras que durante el segundo muestreo se registré un valor maximo de 0.9 mg/l

en la Estacion 5 y un minimo de 0.46 mg/I en la Estacion 1.

La Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBOs) en las aguas del rio Traiguén alcanza
valores que oscilaron entre 1.12 y 1.98 mg/1 en las Estaciones 1 y 5 respectivamente
durante el primer muestreo y entre 0.9 mg/l (Estacion 1) y 2.1 mg/l (Estacién 2)
durante el segundo muestreo, encontrando en general baja demanda bioquimica de

oxigeno.

Las aguas del rio Traiguén presentaron para las Coliformes totales, expresadas como
NMP/100 ml (Numero mas Probable), valores entre 350 a 1100 en las Estaciones 1 y
3 respectivamente y durante el segundo muestreo varié de 330 a 7.9 x 10> NPM/100

ml de Coliformes totales.

Las Coliformes fecales, expresadas como NMP/100 ml (Nimero més Probable), los
valores obtenidos en las aguas del rio Traiguén varié de 17 a 130 NPM/100 ml de
Coliformes fecales en las Estaciones 1 y 5 respectivamente durante el primer
muestreo, y durante el segundo muestreo varié de 17 a 2.3 x 10> NPM/100 ml de

Coliformes fecales en las Estaciones 1 y 5 respectivamente.
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3.2.2.- Determinacioén del Analisis de Pesticidas

En el laboratorio de la UFRO se realizo el analisis de los herbicidas propuestos por
Olave (2001) segtin el Modelo de Fugacidad (Nivel I) de Mackay & Paterson (1981).
Los pesticidas propuestos para el muestreo se obtuvieron a partir del porcentaje de
distribucion en agua, carga total, toxicidad y persistencia de los pesticidas, los cuales
correspondieron a Simazina, Hexazinona, Carbendazim, 2,4-D y Picloram. En las
muestras de agua obtenidas de las cinco estaciones establecidas en el rio Traiguén
durante el primer periodo de muestreo no se detectaron ninguno de los cinco
pesticidas analizados, sin embargo durante el segundo muestreo (periodo de pos-
aplicacion de pesticidas) se encontraron concentraciones de dos de estos pesticidas:
2,4-D y Carbendazim en las Estaciones 2 y 2, 3, 4 respectivamente. La Tabla XVIII

muestra los resultados obtenidos durante el periodo de pre y post aplicacion.
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Tabla XVIII: Resultado de los analisis de pesticidas durante el primer y segundo
periodo de muestreo, Pre-Aplicacion (26 Mayo 2003) y Post-Aplicacion (1° de

Octubre).

PESTICIDA Estacion 2 Estacion 3 Estacion 4
A B A B A B
2,4-D nd 29 nd nd nd nd
Picloram nd nd nd nd nd nd
Simazina nd nd nd nd nd nd
Hexazinona nd nd nd nd nd nd
Carbendazim nd 14 nd 1.0 nd 45

A: Pre-aplicacion, B: Post-aplicacion. Concentracién expresada en ugL™
Limite de deteccion: 0,10 ugL™

nd: no detectado

3.3.-Test de Micronucleos

3.3.1.-Test de Micronucleos in situ

Para la aplicacion del Test de Micronucleos en eritrocitos de peces (Onchorhynchus

mykisss) muestreados en las aguas del Rio Traiguén, en tres puntos de muestreo

representativos de la cuenca, mediante pesca eléctrica. Se les extrajo la sangre por

puncion de la vena caudal. Los frotis se secaron al aire, se fijan y se tifien con
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Giemsa 5% en Buffer Sorensen, se lavan con agua destilada y se dejan secar al aire.
(Gavilan 2003).

La MNC %o fue calculado para la Estaciéon 2, 3 y 4 para ambos periodos de muestro,
y a continuacion se presentan:

La Tabla XIX muestra la inexistencia de induccidn de eritrocitos microucleados en el

biomonitoreo en la Subcuenca del Rio Traiguén, el MNC%, calculado alcanza a 0.

Tabla X1X: Resultados obtenidos en terreno del ensayo de MN.

Pre- Post-
Aplicacion Aplicacion
Ne de N° de
ESTACION [Cel/MN|[ peces |MNC%o| Cel/MN peces | MNC%o
2 0 9 0 0 6 0
3 0 8 0 0 10 0
4 0 8 0 0 8 0

3.3.2.-Test de Micronucleos en laboratorio

3.3.2.1- Bioensayos de Toxicidad:

La incidencia de micronucleos en los bioensayos a concentraciones conocidas con su
respectivo control positivo y negativo se observa en la Tabla XX y XXI para 2,4-D y
en la Tabla XXII para Carbendazim y los controles positivo y negativo en la Tabla

XXIII.
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Tabla XX: Frecuencia de eritrocitos con micronucleo (%o) y numero de peces

muestreados a cinco concentraciones de 2,4-D a las 24 y 96 hrs.

N° de MNC %o MNC%o
mg/l | Cel/MN peces (24 H) (96 H)
0,8 3 6 0 0,135
2 0 6 0 0
5 2 6 0,125 0
10 9 6 0,291 0,1
20 0 6 0 0

Tabla XXI: Frecuencia promedio de MNs inducidos por 2,4-D en laboratorio. PI

calculado. Se contaron 2000 células. C(-)= Control Negativo; C(+)= Control positivo

PROMEDIO DE
CONCENTRACION MN Pl N° PECES
POR 1000 SE
C(-) 0,041 6
0,8 mg/l 0,0677 1,65121951 6
2 mg/l 0 0 6
5 mg/l 0,0625 1,52439024 6
10 mg/l 0,195 4,75609756 6
20 mg/l 0 0 6
C(+) 0,125 3,04878049 6
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Figura 9: Anova frecuencia MNC %o para 2,4-D a las 24 h.
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Figura 10: Anova frecuencia MNC %o para 2,4-D a las 96 h.
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Tabla XXII: Frecuencia de MNs inducidos por Carbendazim en laboratorio. Se

contaron 2000 células. C(-)= Control Negativo; C(+)= Control positivo.

PROMEDIO DE
CONCENTRACION MN Pl N° PECES
POR 1000 SE
C(-) 0,041 6
1 mg/l 0 0 6
4 mg/l 0 0 6
10 mg/l 0,25 6,09756098 6
15 mg/I 0 0 6
C(+) 0,125 3,04878049 6

Figura 11: Anova frecuencia MNC %o para Carbendazim a las 96 h.
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Tabla XXI11: Frecuencia de eritrocitos con Micronucleo (%o) y numero de peces
muestreados en los controles positivo y negativo. C1(+): 1 mg/kg Mitomicina C

(MMC), C2(+): 2 mg/kg MMC, C(-): Control negativo.

CONTROL | Cel/MN (%o) NC de peces MNC%o
CI1(+) 0 6 0
C2(+) 5 6 0,125

C() 2 6 0,041
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Figura 12. Eritrocito micronucleado indicado por la flecha, aumento 40x.
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4.- DISCUSION

Las metodologias orientadas a la medicion de la calidad del agua son numerosas,
debido a la existencia de un gran nimero de pardmetros que la determina, poseen un
alto grado de normalizacion debido a la necesidad de contar con mediciones a través
de andlisis para los indicadores fisicos, quimicos y bioldgicos de la calidad del agua.
Para ello es necesario llevar a cabo el proceso de toma y conservacion de muestras,
de modo correcto, considerando para ello principalmente el tipo de sistema acudtico.
Esto apunta al disefio de un buen programa de muestreo y asi cumplir con los

objetivos propuestos (Zaror 1998).

La calidad del agua de los rios se evalua a menudo de acuerdo a su composicion
fisica, quimica o microbiologica. Esta evaluacion también puede efectuarse
comparando las cantidades o concentraciones de substancias presentes con las que se
expresan en las distintas normas chilenas e internacionales de calidad de agua
(Vargas 1992 en Duran 2000). Ademas esta evaluacion también puede efectuarse
comparando las cantidades de sustancias toxicas presentes con las que se sabe

nocivas para la vida de los peces (Vighi et al. 1993).

Parra (2003) realiza una comparacion entre metodologias fisicas, quimicas y
biologicas donde sefala que el método fisico y quimico se basa sobre el analisis de
varios parametros de una muestra. Tal método individualiza la calidad del agua en el

momento de la toma de la muestra, sobre la base de una frecuencia temporal
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(mensual, estacional o anual); implicando campafias analiticas de muestras repetidas
para condiciones extremas diferentes. El costo de tal método es de por si relevante,
donde las ventajas de esta metodologia consisten, sobre todo en la posibilidad de
distinguir la tipologia de la contaminacion y la concentraciéon de cada agente
contaminante con Optimas posibilidades y caracteristicas de reproductibilidad
analitica. El problema de las determinaciones fisicoquimicas que se obtienen de las
muestras es que soOlo indican las condiciones de la calidad del agua para ese
momento, mientras que el caso de los bioindicadores muestra una condiciéon mas
estable para un periodo mayor (Sanchez & Garcia 1999).

El conocimiento de la concentracién de los contaminantes es indispensable para los
servicios publicos y su labor de control y fiscalizacion, los cuales deben expresar un
juicio de calidad o compatibilidad en relacion a los estandares de leyes o reglamentos
sectoriales para cada uso especifico (potabilidad, recreacion, riego, etc), y por otra
parte, indispensable para los entes o agentes de gestion y programacion que deben
establecer los estandares o las licencias o los permisos de descargas sobre los

recursos hidricos (Parra 2003).

En Chile, las principales fuentes de aprovechamiento de agua potable son los rios,
que en la mayoria de los casos son también cursos de agua que reciben aguas
servidas urbanas e industriales, como es lo que ocurre con el rio Traiguén en la
Comuna de Victoria. Este, ademas de ser la principal fuente de abastecimiento de
agua potable para la ciudad de Victoria, sustenta otros usos en la Comuna, como el

riego agricola, recreacion (Duran 2000).
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Respecto a los parametros fisico-quimicos medidos durante el muestreo, la
temperatura del agua es un parametro importante, ya que de ella dependen los
valores de otros parametros por ejemplo la conductividad o la variacion del pH. El
pH es otro parametro importante que indica la concentracion de protones (iones
hidrégeno H") presentes en una disolucién acuosa. Se relaciona directamente con la
dureza y la alcalinidad por su aptitud moderadora del agua. El rango 6ptimo del pH
para la mayoria de especies estd entre pH 6.5 y 8.5; fuera de este rango los efectos
toxicos directos pueden ocurrir y los niveles de estrés serdn altos (Brown 1993).
Segun Blanco (1995) la dureza de las aguas depende de su contenido en sales
minerales, especialmente de calcio y magnesio y se expresa en mg/l de CaCOs. Los
valores obtenidos indican que las aguas del rio Traiguén son blandas, aptas para la
vida acuatica.

El oxigeno es el mas importante gas disuelto para mas especies. El principal origen
son las plantas y su fotosintesis y difusion a la atmoésfera (Brown op cit.). La
presencia de actividad bioldgica en la muestra obtenida puede alterar sustancialmente
la cantidad de oxigeno disuelto en el agua (CONAMA-TESAM 1996). La
concentracion de oxigeno disuelto disminuye al elevarse la temperatura (Bernabé
1996). Los valores de oxigeno disuelto, obtenidos en aguas del rio Traiguén son

aptos para la vida acuatica.

La Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBOs) expresa la cantidad de oxigeno

necesaria para biodegradar la materia organica presente en el agua, por accion
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bacteriana, encontrando en general en las aguas del Rio Traiguén una baja demanda
bioquimica de oxigeno, parametro encontrado en forma dptima para la biota acuética.
El Ion fosfato (PO4) segun (Brown 1993) no es usualmente toxico, es esencial para el
crecimiento de los organismos y puede ser el nutriente que limita la productividad de
un cuerpo de agua dulce. Ademas es un significante componente de aguas fecales, el
que se encuentra en bajas concentraciones.

Los productos metabdlicos en agua mas importantes son el Amonio y los Nitritos. El
amonio es probablemente el segundo mas importante parametro de calidad de agua
después del oxigeno disuelto; los nitritos son un producto del proceso de
nitrificacion. El amonio es el producto metabolico primario nitrogenado de peces,
pero es también formado por descomposicion de la materia organica. Esto puede
estar presente en flujos de agua, especialmente derivadas de la agricultura o los altos

niveles pueden simplemente indicar sobredosis de sobrealimentacion (Brown 1993).

El Nitrégeno Amoniacal, los Nitritos y el Nitrato, son indicadores tipicos de
contaminacion organica. Los nitratos son generalmente considerados ser no toxicos a
peces, pero los nitritos son altamente téxicos. Si se hace presente a suficientes
niveles, los nitritos pueden causar la produccion de metahemoglobina con

consecuente hipoxia y cianosis (Brown op Cit.).

El material fecal puede ser significativo porque puede causar desoxigenacion del
agua si es degradado aerdbicamente. Si es degradado por bacterias anaerobias puede

elevar el metano y sulfuro de hidrogeno (Brown op cit.).
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Los plaguicidas propuestos por Olave (2001) se encuentran ausentes o en muy bajas
concentraciones a lo largo de toda la subcuenca, encontrandose presencia de los
pesticidas 2,4-D y Carbendazim por medio del monitoreo quimico de pesticidas
realizado en ambos periodos de muestreo. Las concentraciones registradas
corresponden a 2,9 y de 1,0 a 4,5 ug/l respectivamente, sélo durante el segundo
periodo de muestreo Post-Aplicacion, siendo ambos pesticidas de conocidas

caracteristicas clastogénicas.

El estudio de la ictiofauna efectuado contemporaneamente al estudio de la evaluacion
de la exposicion a pesticidas genotdxicos en la Subcuenca del Rio Traiguén por
Gutiérrez * (2005) Comp. Pers., muestran que la composicion faunistica consta de
tres especies nativas Percilia gillissi (Girard, 1855), Trichomycterus areolatus
(Valenciennes, 1840) y Galaxias maculatus (Jenyns, 1842); y dos introducidas,

Salmo trutta (Linnaeus, 1758) y Onchorhynchus mykiss (Walbaum, 1792).

Algunos de los valores obtenidos de la toma de los parametros en las aguas del rio
Traiguén fueron comparados con cuencas de similares caracteristicas determinadas
por el uso del territorio, como lo son la Cuenca del Rio Damas y la del Rio Chillan.
Segun Figueroa et al. (2003) la Cuenca Hidrografica del Rio Damas (40°39” S,
72°23°0) presenta una intensa actividad agricola y ganadera en un 78,2 % de su

superficie. Usos que coinciden con los de la cuenca del Rio Chillan, el cual también

(4) Gutiérrez J. 2005. Tesista Universidad Catdlica de Temuco. Facultad de Ciencias.
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presenta predominancia del uso agricola con 26.035,51 ha (34,4%), luego le siguen
el bosque nativo renoval y bosque adulto cubriendo una superficie de 16.733,86 ha
(22%), seguido de las plantaciones forestales con una superficie de 9.053,53 ha
(11,9%) (CENTRO-EULA 2002).

El andlisis de cluster jerarquico aglomerativo de los pardmetros fisico quimicos como
Temperatura, pH, Conductividad, Oxigeno Disuelto, Nitrogeno Total y Fésforo Total
de las tres cuencas antes mencionadas poseen usos similares donde predomina el
agricola, con su respectiva aplicacion de pesticidas, donde la disimilaridad se
evidencia segun el Método Ward, Euclidean, el que muestra que la Cuenca del Rio
Chillan y Damas se diferenciandose en un 40% y se parecen en un 60%, mientras
que en relacion a las tres cuencas se diferencian en un 100%. Donde se desprende
que la Cuenca del Rio Traiguén a pesar de poseer el mismo uso los parametros de
calidad del agua presentados para esta cuenca se acercan a condiciones de calidad
optima para la vida acuatica (Tabla XV, XVI y XVII) , obteniendo valores promedio
de Temperaturas de 8,5°C, pH igual a 6,8, Oxigeno Disuelto de 10 mg/l,
conductividad de 20 uS, etc.)

Figura 13. Dendrograma. Método Ward, Euclidean. Indice de Disimilaridad
respecto a parametros fisico quimicos de las Cuencas del Rio Traiguén, Chillan y

Damas.
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Para llevar a cabo el cumplimiento de los objetivos de estudio se utilizo el método
bioldgico, el cual se basa sobre la determinacion de los efectos que ejercen los
contaminantes sobre las comunidades bioldgicas o elementos de éstos de un cuerpo
acuatico, el cual se basa en métodos directos de evaluacion de la calidad ambiental a

través de sensores bioldgicos, utilizando organismos biologicos (Parra 2003).

El monitoreo bioldgico ha recibido considerable atencion entre ecologos y
toxicologos, como un potencial poderoso enfoque para evaluar la salud ambiental
particularmente en aquellos ambientes impactados por contaminacién y en la
necesidad de remediacion. El concepto basico es que respuestas biologicas
seleccionadas (biomarcadores) medidos en organismos y a diversos niveles de
complejidad bioldgica, pueda proveer indices sensitivos de exposicion y estrés. A
menudo, estos indices estdn correlacionados con consecuencias nocivas por tales

exposiciones (Parra op Cit.).

Dentro de los problemas mas relevantes en una cuenca de uso agricola se encuentra
la contaminacion de sus cursos de agua, luego que plaguicidas son transportados
desde los sitios de uso hacia las aguas superficiales por escorrentia superficial (Barra,
1993). Diversos autores senalan la condicion de pesticidas como genotoxicos, los que
son indispensables en agricultura y que sin embargo, exhiben algin efecto
genotoxico positivo en sistemas de test convencionales evaluados en bioensayos
especificos de acuerdo a su futura destinacion y comportamiento en el ambiente

(Koppe 2002).
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Una forma de aplicar el método directo de evaluacion, es a través de ensayos ya sea
in vitro e in vivo con peces, usados como sistemas modelo para toxicologia,
bioquimica y otros estudios desarrollados (Powers 1989 en Al-Sabti & Metcalfe
1995). Las especies de peces tal como Trucha Arcoiris (Oncorhynchus mykiss) y
Medaka japonesa (Oryzias latipes) han sido usados extensamente para test en
organismos para estudios de carcinogénesis (Metcalfe 1989 en Al-Sabti & Metcalfe

op cit.).

El Ensayo de Micronucleos con peces puede ser un sistema 1til para deteccion in situ
de agentes genotoxicos en el ambiente acudtico. El ensayo de micronticleos con
peces muestra el potencial como técnica de monitoreo para detectar agentes de
genotoxicidad en agua en el laboratorio y en el campo (De Flora et al., 1993; Al-
Sabti & Metcalfe, op cit.; Koppe & Starling, 2001 y Koppe 2002). Los eritrocitos de
peces, que son nucleados, han sido usados como medida de actividad clastogénica
(Al-Sabti y Metcalfe op cit.).

Varios estudios han mostrado que los eritrocitos de peces tienen una alta incidencia
de micronticleos después de la exposicion a distintos contaminantes bajo condiciones
de campo y laboratorio (Hooftman & de Raat, 1982; Al-Sabti, 1986 a,b; Das &
Nanda, 1986; Cross & Hose, 1986; Hose et al. 1987; Metcalfe, 1988; Al-Sabti &
Hardig, 1990; Al-Sabti, 1991; Hughes & Hebert, 1991; Ueda et al. 1992; Schultz et
al. 1993; Al-Sabti et al. 1994; en Al-Sabti & Metcalfe (op cit.) y Hayashi et al.

(1998).
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Varios autores apoyan el uso del Test de Micronticleos como indicador biologico de
la exposicion a contaminantes quimicos genotdxicos (Hoofman & de Raat, 1982;
Manna et al. 1985; Hose et al. 1987; Brunetti et al. 1988; Metcalfe 1988; Long &
Buchman 1989 en Carrasco et al. 1990 y Koppe & Starling 2001).

El Test de Micronucleos corresponde a un biomarcador de exposicion y se
fundamenta en la accion clastogénica que sobre el DNA cromosdémico tienen algunos
compuestos quimicos (Alay et al. 1995).

Las afirmaciones anteriores se contraponen a los resultados obtenidos del estudio de
campo en la Cuenca del Rio Traiguén, pues, el Test de Microntcleos aplicado a
peces capturados en el rio, no arrojaron respuestas positivas, es decir, induccion de
eritrocitos micronucleados, existiendo el factor exposicion. Los eritrocitos no
muestran una inducciéon producto de los pesticidas de conocidas propiedades
genotoxicas, evidenciado a través del monitoreo quimico de pesticidas efectuado
paralelamente al biomonitoreo, donde se registra la presencia de 2,4-D a una
concentracion de 2,9 ug/l y Carbendazim de 1,0 a 4,5 ug/l ambos durante el segundo

periodo de muestreo (Post-Aplicacion).

Sin embargo la utilidad para establecer respuestas de referencia con peces expuestos
a agentes genotoxicos en laboratorio por comparacion a monitoreos de peces in situ
se refleja en este ejemplo, donde Al-Sabti et al. (1994) en Al-Sabti & Metcalfe
(1995) compar¢ las frecuencias de micronucleos en peces colectados desde el rio

Ljubljanica (Eslovenia) con datos de exposicion en laboratorio, y concluy6 que la
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frecuencia de eritrocitos micronucleados inducido sin situ son equivalentes a las

respuestas genotoxicas en peces inducidos por concentraciones de Cromo en agua.

La genotoxicidad es un término general referido a la alteracion de la estructura
gruesa o contenido de cromosomas (clastogenicidad) por exposicion a agentes
toxicos. Los efectos toxicos de algunos contaminantes pueden ocurrir a
concentraciones celulares bajas causando gruesa toxicidad. El ensayo de
microntcleos utiliza algln tipo de célula de una fraccion sustancial de la poblacion
celular, la cual es tratada con agentes genotdxicos, luego de la experimentacion de
mitosis los fragmentos inducidos durante el primer ciclo celular son visibles como
micronucleos en el citoplasma durante el segundo o subsiguiente ciclo celular (Tates

et al. 1980 en Al-Sabti & Metcalfe1995).

De acuerdo a los resultados obtenidos, los organismos analizados en terreno no
presentan respuesta ante la exposicion. El Test utilizado no muestra una tendencia a
la aparicion de eritrocitos con micronucleos. Esto puede ser debido a las bajas
concentraciones de los pesticidas, lo cual es respaldado por el monitoreo quimico de
pesticidas, donde s6lo durante el segundo periodo de muestreo (post- aplicacion), se
registrd la presencia de dos de los cinco pesticidas analizados: 2,4-D y Carbendazim
en las aguas. Las concentraciones registradas en el agua no producen respuesta. Las
concentraciones registradas corresponden a 2.9 ug/l para 2,4-D en la Estacion 2 y
Carbendazim con concentraciones de 1.4, 1.0 y 4.5 ug/l en las Estaciones 2, 3 y 4

respectivamente.
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Sin embargo, Bushra et al. (2002), Farra et al. (2003), Marcos 'Com. Pers., Venegas
Com. Pers. y Barra’® Com. Pers., para el 2,4-D sefialan la condicion de agente
genotoxico para el pesticida 2,4-D, es decir provoca dafio a la molécula de ADN,
aumentando significativamente la frecuencia de células micronucleadas, lo que no se
registrd en los peces muestreados en el campo a los cuales se les aplico el Test de

Microntcleos.

Ademas McCarroll et al. (2002), Vanhauwaert et al. (2001) y Stoppelaar et al.
(1999) sefialan que Carbendazim produce aneuploidia, permitiendo la formacion de
micronuleos. Stoppelaar et al. (op cit.) senalan que Carbendazim a concentraciones
de 2.5 ug/ml (0.0025 mg/l) en fibroblastos primarios de piel induce alta frecuencia

de aneuploidia.

Ademés, Mohammed & Ma (1999) sefialan la condicion de compuestos
clastogénicos y mutagenos de los herbicidas Atrazina, Simazina (Princep), Dicamba
(Banvel D) y Picloram (Tordon) usando el anélisis de micronucleos. Los ensayos
arrojaron que la mutacion fue elevada para el tratamiento liquido con Picloram en la
concentracion de 100 ppm. Mientras que para Simazina era suavemente positiva la
elevacion de las frecuencias de microntcleos en el radio de accion de la dosis de 5 a
200 ppm (dosis liquidas). El Dicamba y Picloram indujeron un aumento en las
frecuencias de micronucleos relacionado con dosificacion. Dos de los cuales

senalados anteriormente formaban parte de los propuestos por Olave (2001), los que
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sin embargo durante el monitoreo quimico de pesticidas en el Rio Traiguén durante

los dos periodos del estudio (Pre y Post Aplicacion) no fueron registrados en el agua.

En un estudio hecho en el Rio Bio-Bio por Alay et al. (1995), los resultados
obtenidos indican que todas las especies analizadas muestran una tendencia al
aumento en la frecuencia de eritrocitos micronucleados a medida que se desciende de
las zonas no contaminadas, ubicadas en la parte alta del rio a las zonas contaminadas
situadas en la parte baja del mismo rio. Donde para la zona alta (Lago Galletué,
Icalma y Laja) en Oncorhynchus mykiss se tiene una frecuencia calculada de 0,25 y
para la zona media (Nacimiento) una frecuencia de 0,32. Si comparamos los valores
obtenidos en este estudio a lo largo de toda la cuenca desde la parte alta a la baja de
la cuenca de Rio Bio-Bio se asemejan a los obtenidos por el estudio de laboratorio, a
través de bioensayos, donde la frecuencia media de eritrocitos micronucleados para
2,4- D alcanza un méximo de 0,195 a la concentracion de 10 mg/l, a la vez con

Carbendazim 0,25 a la concentracion de 10 mg/1.

En este sentido la ausencia en la frecuencia de eritrocitos micronucleados de los
individuos de la especie Oncorhynchus mykiss analizados en la Subcuenca del Rio
Traiguén muestran que no estdn siendo sometidos a un tratamiento clastogénico
crénico en relacion a las bajas concentraciones de pesticidas registradas. Esto puede
ser debido a varios factores, como el anteriormente mencionado relacionada a las
bajas concentraciones de pesticidas registradas en el agua, al tamafio muestreal

utilizado (“n””) o a la mayor resistencia de las especies introducidas respecto a las
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nativas, segiin la evidencia genotoxica obtenida por Alay et al. (1995), donde los
ultimos no fueron objetivo del estudio en desarrollo.

La frecuencia de Micronucleos en la evaluacion de la contaminacion ambiental es
limitada a situaciones en las cuales las estaciones permanecen dentro de un rango de
condiciones ambientales que no inducen mortalidad (Brunetti et al. 1988), por lo cual
las concentraciones ensayadas en el estudio de laboratorio se someten a esta
afirmacion, considerando una amplio rango de concentraciones que van desde los 0,8
mg/l a los 20 mg/l para 2,4-D y de 1 mg/l a 15 mg/l para Carbendazim.

En relaciéon a la toxicidad aguda expresada a través del LCsy para peces segin
ECOTOX Database USEPA en Bricefio (2003) para 2,4-D y Carbendazim
corresponde a 1.400 ug/l y 24.0 ug/l respectivamente en ingredientes activos,
considerados s6lo como una referencia, pues estos no consideran la féormula
comercial. Esto permite explicar que a las dosis testadas en laboratorio no se
registrara mortalidad del 50% de la poblacion estudiada a las 96 horas, es decir no se
encontraron respuestas de tipo agudas de acuerdo al LCsy durante la exposicion a
ambos pesticidas, mientras que se registro una respuesta de tipo cronica en directa
relacion a la concentracion aplicada, evidenciada en la induccion de Micronucleos
como variable respuesta.

Si consideramos lo anteriormente sefialado en el caso de la exposicion registrada en
las aguas del Rio Traiguén con las correspondientes concentraciones de 2,4-D y
Carbendazim, las respuestas negativas estdn asociadas a las concentraciones, de los
pesticidas anteriormente nombrados registradas durante el segundo periodo de

muestreo (Septiembre-Octubre 2003) el cual coincide con el periodo de

82



“Ensayo de Microntcleos en eritrocitos de Oncorhynchus mykiss como herramienta
para evaluar la exposicion a pesticidas potencialmente genotdxicos en el Rio
Traiguén.”

Postaplicacion. El muestreo fue realizado con posterioridad al primer evento de
lluvia caida. Otra justificacion de la falta de respuesta tiene relacion a los altos
caudales registrados entre los meses de Agosto- Octubre presentaron un promedio de
12,3 m*/seg, los que ayudaron a la dilucion y transporte de las sustancias de forma
eficiente. Sumado esto a que se registré en el mismo periodo un promedio de 139
mm de precipitaciones. Lo anteriormente sefialado ayuda a la dilucion y
escurrimiento de las cargas de pesticidas luego del primer evento de lluvia posterior a

la aplicacion.

Los resultados obtenidos en el estudio de laboratorio, aplicando el Ensayo de
Microntcleos, a través de bioensayos con Trucha Arcoiris expuestos a los dos
tratamientos 2,4-D y Carbendazim muestran que ambos producen respuestas de tipo
clastogénicas cronicas, representadas por la induccion de eritrocitos micronucleados.
Donde 2,4-D induce la formacion de eritrocitos con microntcleo, encontrando
respuesta desde la menor a la mayor concentracion (0,8 a 10 mg/l), el indice MCN
%o calculado alcanza a 0.125 y 0.29 a las 24 horas respectivamente, mientras que a
las 96 horas a las concentraciones de 0,8 y 10 mg/l se registraron indices de
frecuencia de 0.1354 y 0.1, presentando un MCN%, promedio de 0.065 para las
cinco concentraciones. Sin embargo a la mayor concentracion utilizada para 2,4-D de
20 mg/l no hubo respuesta, esto puede deberse a factores tales como inhibicion de la
hematopoyesis o a la accion de las enzimas de reparacion del ADN que a una
reduccion del dafio genotdxico como mecanismo de reparacion (Tates et al. 1983;

Das & Nanda 1986 en Majone et al. 1987 y Das & Nanda 1986 en De Flora et al.
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1993). En el caso del ensayo con Carbendazim también se presenta induccion de
Microntcleos con una frecuencia representado por el indice MCN%, igual a 0.25 a la
concentracion de 10 mg/l. Encontrando como respuesta a las 96 hrs promedio de las
cuatro concentraciones con un MCN%o calculado de 0.0625. Al comparar el indice
MCN%, con su respectivo control por medio del indice PI encontramos una mayor
variacion entre los tratamientos respecto al control negativo para 2,4-D para el cual
se alcanzan PI entre 1.5 y 4.7 a medida que aumenta la concentracion testada. El
control negativo registré un MNC%o de 0.041. Mediante el analisis estadistico se no
se encontraron diferencias significativas entre las concentraciones y su respectivo
control negativo para 2,4-D a las 96 horas segun el Test Tukey a un 95% de
confianza. Mientras que para Carbendazim, se registro un PI de 6.09 solo a la
concentracion de 10 mg/l, se encontraron diferencias estadisticamente significativas,
segin el mismo Test Tuckey, siendo un valor en si como MNC%, alto, en
comparacion al control negativo.

Los resultados del estudio entonces, muestran que el aumento en la frecuencia de
eritrocitos con micronucleos parece estar relacionado con los mayores niveles y/o
concentraciones de pesticidas, esto corroborado en los ensayos de laboratorio, donde
los peces expuestos tanto a 2,4-D como Carbendazim presentaron induccion de
eritrocitos micronucleados a las concentraciones anteriormente nombradas.

Con el fin de testar y validar las respuestas a nivel experimental se aplicé un
respectivo control utilizando Mitomicina C (MMC), donde Majone et al. (1987)
indica que Mitomicina C es un bien conocido agente genotoxico, con efectos

mutagénicos y clastogénicos (Majone et al. 1987 y Majone et al. 1990), usado in
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vitro (Rudd et al. 1991; Schuler et al. 1997 en Ayllon & Garcia-Vazquez (2001).
Han sido reportados en mamiferos (Latt 1974; Perry & Evans 1975; Perry 1980;
Kliesch et al. 1981 en Majone et al. 1987) y en organismos marinos (Dixon & Clarke
1982; Harrison y Jones 1982; Krishnaja & Rege 1982; Das & Nanda 1986 en Majone
et al. 1987). Ademas es inductor de aberraciones cromosomicas en distintos tejidos
de peces (Krishnaja & Rege 1982 en Majone et al. 1987). Muchos estudios muestran
la genotoxicidad de MMC para especies de peces, ademds de su capacidad para
inducir la formacion de micronucleos en eritrocitos periféricos de muchas especies
de peces ha sido reportada (Van der Hoeven et al. 1982; Ueda et al. 1992; Hooftman
y de Raat 1982; Bahari et al. 1994; Campana et al. 1999 en Ayllon & Garcia-
Vazquez 2001).

El control positivo con Mitomicina C (MMC), inyectado intraperitonealmente en los
peces tratados en los bioensayos de este estudio, a dos concentraciones 1 y 2 mg/kg,
muestran en los frotis extraidos, la induccidn de eritrocitos micronucleados,
arrojando un MCN%o igual a 0.125 para la concentracion de 2mg/kg, encontrando
que el indice esta dentro de los rangos encontrados para 2,4-D y Carbendazim. En
este sentido el control positivo actia como un buen inductor para corroborar los
resultados obtenidos.

Koppe (2002) encontré induccion de Microntcleos en la especie de pez Tilapia
rendalli, para Mitomicina C a las dosis de 1.0 y 5.0 mg/kg, pero no a mayores dosis,
mientras que en rata no encontrd inducciéon de Microntcleos con MMC.

Sin embargo Ayllon & Garcia-Vazquez (2001) sefialan que Mitomicina C inyectada

intraperitonealmente a una concentracion de 20 mg/kg a individuos inmaduros de
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Trucha Arcoiris (Onchorhynchus mykiss) no indujo microntcleos a la dosis
ensayada, pero si produce aumento significativo de otras anormalidades o lesiones
nucleares, siendo consideradas posteriormente indicadores de genotoxicidad, al
menos como indicador de actividad clastogénica, en adicion a las formas tipicas de

micronucleos.

Una razon por la cual a la concentraciéon anteriormente sefialada no se haya
encontrado Micronucleos es pues solo pueden ser detectados en células que sufren
mitosis, asi las bajas frecuencias de micronticleos en células tratadas pueden ser
debido a la inhibicion de la actividad mitdtica que a una reduccion del dafio
genotoxico (Tates et al. 1983, Das & Nanda 1986 en Majone et al. 1987), tal cual
ocurrio6 a la concentracion de 20 mg/l de 2,4-D ensayada y 15 mg/l para

Carbendazim, a las cuales no se registrd respuesta.

Un similar efecto ha sido observado en peces expuestos a efluentes de papelera bajo
condiciones de laboratorio, y tentativamente atribuido a efectos inhibitorios en la

eritropoyesis (Das & Nanda 1986 en De Flora et al. 1993).

A través del Ensayo de Micronucleos dentro del contexto de campo no es posible
encontrar una relacion con las cargas de pesticidas en la Subcuenca del Rio Traiguén,
esto no significa que al no haber encontrado inducciéon de micronticleos en los

eritrocitos de peces no hay alteraciones de tipo clastogénicas cronicas en los peces.
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En tanto la induccion de eritrocitos micronucleados obtenidos de sistemas
experimentales con exposicion a pesticidas de conocidas caracteristicas clastogénicas
dieron como resultado respuestas positivas en cuanto a la respuesta evidenciada por
la induccion de eritrocitos micronucleados, como medida de alteracion, rol que

cumple como biomarcador de exposicion.

Los resultados o respuestas negativas obtenidas del estudio de campo en la
Subcuenca del Traiguén ante la exposicion a 2,4-D y Carbendazim se relacionan con
factores como la dilucién, accidon que ejerce el agua sobre la carga de pesticidas, ya
que durante el segundo periodo de muestreo se presentan los mayores caudales y
precipitaciones. Sumado esto a la forma oblonga de la cuenca que facilita el
movimiento del agua del cauce de forma eficiente. Sin dejar de considerar, la
capacidad propia del sistema debido a su capacidad resiliencia, es decir de reaccionar
ante los impactos, encadenando distintos procesos de estabilizacion del sistema.

En relacion a la caracterizacion del riesgo ecoldgico al nivel testado, a través de la
integracion de la exposicion (Monitoreo quimico, modelizacion/simulacion) con el
efecto o respuesta esperada (biomarcador), es posible sefialar que los peces de la
Subcuenca del Rio Traiguén no presentan un riesgo ecologico, expresado por la falta
de respuestas ante la presencia de dos de los pesticidas propuestos de conocidas
caracteristicas genotoxicas como son 2,4-D y Carbendazim, registrados segln el
monitoreo quimico de pesticidas. En este sentido, el riesgo de pesticidas en
ecosistemas acudticos es calculado por la razén PEC/PNEC (Comision of the

European Comunities 1996; USEPA 2004 en Palma et al., 2004), el cual es usado
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como un indicador del riesgo y llamado cuociente del riesgo (RQ). La valoracién del
riesgo producto del cuociente entre PEC/PNEC, es decir exposicion versus efectos,
en este caso induccion de Microntucleos es inferior a 1, por lo tanto no hay riesgo en

el nivel estudiado, en cuanto a la variable respuesta testada.

Sin embargo, paralelo a un programa de monitoreo de calidad de agua fisico quimico
de un cuerpo acuatico, se deben realizar estudios o programas de vigilancia sobre los
efectos ambientales especificos de las comunidades bioldgicas, a través del
monitoreo bioldgico. Considerando basicamente respuestas bioldgicas seleccionadas
(biomarcadores) medidos en organismos y a diversos niveles de complejidad

biologica.

En el presente trabajo se aplicO un biomarcador expresado en la induccion de
microntcleos en eritrocitos periféricos de peces en terreno, dando como resultado la
inexistencia de respuesta, no obstante la validacion del Ensayo a través de ensayos de
laboratorio donde si hubo respuestas en relacion a la induccion de Microntcleos,

relacionada con la naturaleza y/o concentracion de la exposicion.

Para proximos estudios de biomarcadores se recomienda utilizar una bateria de
biomarcadores tanto de exposicion como de efectos, integrando preferiblemente
respuestas rapidas tales como andlisis de Metabolitos biliares, enzimas
antioxidantes, Acetilcolinesterasa (ACHE) y Proteinas de estrés, etc., sin olvidar la

existencia de respuestas de tipo intermedia a nivel individual o respuestas de largo
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plazo a nivel poblacional o comunitario. En relacion a los tultimos niveles
recomendados, se pueden realizar evaluaciones de efectos a través de microcosmos,
los que consisten en una simplificacién del ecosistema, planteandose su empleo
como intermediario entre pruebas de toxicidad realizadas en laboratorio y los
trabajos en Terreno (Moraes, 2002 en Bricefio 2003), los que han sido ampliamente
utilizados par afines de evaluar el riesgo, ya que permiten incorporar los procesos de
particion y disipacion de pesticidas, medir la respuesta aguda o cronica de varias
taxas, observar la respuesta al nivel de poblaciones, comunidad y ecosistema; y
finalmente observar la recuperacion ecologica (EPA 1994; Dunkel & Richards 1998;

Pascoe et al., 2000; Schulz & Liess 2001 en Bricefo op cit.).

En este sentido se recomienda la aplicacion de una gama de biomarcadores a

distintos niveles troficos y de diversa complejidad para obtener respuestas integradas

que permitan tomar decisiones para una adecuada gestion de los recursos hidricos.
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5.- CONCLUSIONES

En base a los antecedentes y resultados aportados en el siguiente estudio, se

pueden obtener las siguientes conclusiones:

Existiendo presencia de pesticidas 2,4-D y Carbendazim, a bajas
concentraciones, en las aguas del Rio Traiguén y habiendo utilizado el Test
de Microntcleos como biomarcador de exposicidbn no se registraron

respuestas a las concentraciones determinadas por el monitoreo quimico.

Ensayos de laboratorio utilizando Oncorhynchus mykiss permiten senalar que
existe induccion de eritrocitos micronucleados asociado a la naturaleza y/o
concentracion de la exposicion de pesticidas de uso agroforestal, de

conocidas propiedades genotoxicas.

Es posible senalar que los peces expuestos a las concentraciones registradas
en terreno no hay riesgo ecologico trabajando a este nivel, segin la

metodologia empleada.

En préximos estudios se debe utilizar una bateria de biomarcadores y en lo
posible trabajar a distintos niveles de organizacion biolodgica para entender las
relaciones causa y/o efecto, que permitan tomar decisiones para una adecuada

gestion de los recursos hidricos.
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e Se recomienda trabajar a nivel de microcosmos, los que consisten en una
simplificacion del ecosistema, que permitan observar la respuesta al nivel de
poblaciones, comunidad y ecosistema; y finalmente observar la recuperacion

ecoldgica.
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ANEXOS

Anexo 1. Ficha de los pesticidas propuestos para monitoreo.

1.-2,4-D

Nombre comudn: 2,4-D (BSI, E-ISO, (m) F-ISO, WSSA), 2,4-PA (JMAF).

Nombre IUPAC: (2,4-diclorofenoxi)acido acético

Nombre C.A.: (2,4-diclorofenoxi)acido acético

Grupo quimico: Fendxidos

Concentracion y formulacion: 69.5% SL (liquido soluble), 57.89% EC liquido
soluble

Modo de accion: Sistémico

Nombre comercial: DMA-6 (DowElanco Brasil) Arco 2,4-D 480 (ICD-Group)

CAS RN: 94-75-7

Propiedades fisico-quimicas.

Peso molecular: 221.0 Férmula molecular: CsHsCL,Os

Forma: polvo incoloro. M.p. 140.5°C V.p. 1.1*¥10* Pa (20°C). SG/densidad 1.565
(30°C). Kow log P =2.58-2.83 (pH 1). Solubilidad en agua 311 mg/(pH 1,25°C).
Estabilidad: 2,4-D es muy acido y las formas de las sales soluble en agua con alcalis

metales y aminas. Pka 2.64.
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Aplicaciones:
Herbicida hormonal en aplicacién postemergente, controla en forma eficiente,
selectiva de las malezas de hoja ancha en los cultivos de cereales, maiz, frutales y

areas no agricolas.

Toxicidad en mamiferos
LDsy para ratas 639-764, ratones 138 mg/Kg. Ojos y piel LDsg para ratas > 1600,
conejos > 2400 mg/Kg. Inhalacion: LC50 (4h) para ratas > 1.79 mg/l. NOEL

(2afios) para ratas y ratones 1 mg/Kg dieta. Clase toxicidad WHO II: EPA II.

Ecotoxicologia

LC50 (48h) 90, trucha arco iris 11 mg/l. Daphnia ECs, (21d) 235 mg/1.

2.- Simazina

Nombre comudn: Simazina (BSI, E-ISO, (f) F-ISO, ANSI,WSSA), CAT (JMAF).
Nombre IUPAC: 6-Coloro-N % N * - diethyl - 1, 3, 5 —triazina- 2, 4 —diamina.
Nombre C.A.: 6-Cloro-N, N'-diethyl- 1, 3, 5-triazina-2, 4- diamina

Grupo quimico: Triazinas

Concentracion y formulacion: 50% F (Flowable)

Modo de accién: sistémico, selectivo, suelo activo

Nombre comercial: Simazinex ® 50SC (Biesterfeld U.S. Inc), Simazaina 500F

(Agricola Nacional S.A.C. e 1.), Simazina S00FW (Atanor Argentina).
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CAS RN: 122-34-9.

Propiedades fisico-quimicas.

Peso molecular: 201.7 Formula molecular: C;H;,CLN;5

Forma: polvo incoloro. M.p. 225-227 °C (decomp.). V.p. 2.94 uPa (25°C) (OECD
104). SG/densidad 1.302 (20°C). Kow log P = 2.1 (25°C). Solubilidad en agua 6.2
mg/l (20°C), etanol 570, acetona 1500, tolueno 130, n-octanol 390, n-hexano 3.1
(todos en mg/1, 25°C).

Estabilidad: estableen neutro, acido débil y alcalino medio débil. Descomposicion

por u.v. irradiacion (¢.90% en 96 h). Pkb 12.3.

Aplicaciones.

Herbicida selectivo para el control principalmente pre-emergente de malezas anuales
de hoja ancha, y angosta, gramineas en vides, frutales, forestales (eucaliptus, pino
insigne). Debe aplicarse preferentemente al iniciarse la época de las lluvias, sobre

suelo bien mullido y libre de malezas.

Toxicidad en mamiferos

LDsy para ratas, ratones y conejos > 5000 mg/Kg. Ojos y piel LDs para ratas >
3100, conejos > 10200 mg/Kg. Inhalacion: LC50 (4h) para ratas > 2 mg/l. NOEL
(2afios) para ratas 10 mg/Kg dieta (0.7 mg/Kg dia). Clase toxicidad WHO II. EPA

IV.
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Ecotoxicologia
LCso: pajaros, palomas y gallinas > 5000 mg/Kg. LCsy para patos 51200 mg/Kg.
Peces (96h) 90, trucha arcoiris > 1000 mg/l. Daphnia ECs, (48h) > 100 mg/1; (21d)

0.29 mg/1. Otras especies: LCso(14d) gusanos de tierra > 1000 mg/Kg.

3.- Carbendazim

Nombre comun:.Carbendazim (BSI; E-ISO) carbendazima ((f) F-ISO), Carbendazol
(JMAF).

Nombre IUPAC: Metil benzamidazol-2-ylcarbamate.

Nombre C.A.: Metil 1 H-benzimidazol-2-ylcarbamate.

Grupo quimico: Benzimidazoles

Concentracion y formulacion: 50% WP (polvo mojable), 50% D.F. (granulos
dispersables).

Modo de accion: sistémico, preventivo y erradicante.

Nombre comercial: Desoral T.S. (Hoeschst A.G.), DU PONT Carbendazim D.F.
(E.L. du Pont de Nemours & Co., Inc.)

CAS RN: 10605-21-7

Propiedades fisico-quimicas.

Peso molecular: 191.2 Formula molecular: CoHgN30,

Forma: crisates incoloros. M.p. 302-307 °C (descomp.). V.p. 0.009 mPa (20°C)
0.15 mPa(25°C), 1.3 mPa (50°C). SG/densidad 1.45 (20°C). Kow = 24 (pH 5), 32

(pH 7), 31 (pH 9). Solubilidad en agua 29 mg/1 (24°C)(pH 4), 8mg/1 (pH 7), 7 mg/I
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(pH 8). Dietilformamide 5, acetona 0.3, etanol 0.3, cloroformo 0.1, acetato de etilo
0.135, diclorometano 0.068, benceno 0.036, ciclohexano < 0.01, dietil éter <0.01,
hexano 0.0005 (todos en g/l, 24°C). Estabilidad: estable < 2 y mayor 50°C.

Descomposicion en solucion alcalina (20°C).

Aplicaciones.
Fungicida desinfectante de semilla de amplio espectro de accion. Previene y controla
a un gran numero de enfermedades que atacan las semillas, plantaciones forestales y

ornamentales.

Toxicidad en mamiferos
LDsp para ratas >1500 mg/Kg, perros >2500 mg/Kg. Inhalacion: LC50 (4h) para
ratas, conejos (10 g/l agua).NOEL (2afios) para perros 300 mg/Kg dieta

correspondiente a 6-7 mg/Kg. Clase toxicidad WHO III: EPA 1V.

Ecotoxicologia

LDso: péjaros, palomas y gallinas 5826-15595 mg/Kg. LCsg para peces (96h) 90,

trucha arcoiris 0.83 mg/1. Daphnia EC50 (48h) > 0.13-0.22 mg/I.
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4.- Picloram

Nombre comudn: picloram (BSI, E-ISO, ANSI, WSSA, JMAF), piclorama ((m) F-
ISO).

Nombre ITUPAC: 4-amino-3, 5, 6-tricloropyridina carboxilico; 4-amino-3,5,6- acido
tricloropocolinico

Nombre C.A.: 4-amino-3, 5, 6-tricloro-2-acido pyridina carboxilico

Grupo quimico: derivado del acido picolinico

Concentracion y formulacion: 24.9%SL (liquido soluble)

Modo de accion: sistémico, absorvido por hojas y raices.

Nombre comercial: Tordon 24 K (Dow Elanco Argentina S.A.)

CAS RN: 1918-02-1

Propiedades fisico-quimicas.

Peso molecular: 241.5 Formula molecular: C¢H3CL3N,O,

Forma: polvo incoloro. M.p. 215 °C (descomp.) V.p. 0.082 isopropanol 5.5,
acetonitrilo 1.6, dietil eter 1.2, diclorometano 0.6, benceno 0.2 (todos en mg/1, 25°C).

Estabilidad: acidos y alcalis. Pka 2.38 (22°C).

Aplicaciones.
Herbicida selectivo para cereales y cruciferas, excelente controlador de malezas de

hoja ancha, incluyendo a los resistentes herbicidas fenoxiaceticos.
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Toxicidad en mamiferos.

LDs para ratas 8200 mg/Kg, ratones 2000-4000, conejos 2000 mg/Kg. Ojos y piel
LDso conejos > 4000 mg/Kg. NOEL (2afios) para ratas 150 mg/Kg dieta. Clase
toxicidad WHO: EPA IV.

Ecotoxicologia

LDsp: pajaros, palomas y gallinas > 6000 mg/Kg. LCsp para patos >5000 mg/kg.
Peces LCsp (96 h) 90, trucha arcoiris 19.3 mg/l. Daphnia ECsy (48h) 50.7 mg/I.

Fuente: Sanchez (2002)

Anexo 2.
Pluviometria media (1999-2000)

Estacion: Rio Traiguén en Victoria

Meses Media (mm) Desviacion estandar
E 0.435 0.256
F 0.756 0.822
M 1.1 0.705
A 3.213 1.556
M 4.953 3.139
J 7.126 3.087
J 4.487 2.133
A 3.551 1.483
S 2.861 1.520
0) 1.925 1.329
N 1.295 0.757
D 1.297 1.071

Fuente: DGA en Sanchez 2002.
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Anexo 3.
Caudales medios (1999-2000)
Estacion: Rio Traiguén en Victoria

Meses Media (m3/S) Desviacion estandar
E 0.720 0.560
F 0.368 0.237
M 0.334 0.329
A 0.772 0.559
M 4.669 5.205
J 11.363 5.568
J 10.830 5.514
A 8.074 2.815
S 7.967 3.302
0 4.467 2.592
N 2.235 1.348
D 1.532 1.188

Fuente: DGA en Sanchez 2002.

Anexo 4. Parametros de la subcuenca

A) Parémetros Fisicos

Los coeficientes de bifurcacion (Rb) para cada cauce expuestos en la Tabla 4.1
muestran que la subcuenca mantiene una secuencia geométrica de los cauces
predicha por Horton en la ley de bifurcacion. Asi el Rb sefiala que existen 3 veces
mas cauces de primer orden que el segundo, los cauces de orden 2 son el doble mas
que los de orden 3 y asi sucesivamente. De acuerdo a la determinacion del
Coeficiente de Gravelius (Tabla 4.1) para la clasificacion de las cuencas segun su
morfologia, se establecido que la subcuenca presenta una forma oblonga, la que se

encuentra representada en la figura 7.
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Tabla 4.1. Parametros fisicos de la subcuenca.

N° de orden | N° de cauces Rb Coeficiente | Densidad de
del cauce de Gravelius Drenaje
1 23
2 7 3.28
3 3 2.33 2,39 0,6515

Fuente: Olave (2001).

B) Parametros relativos a la red hidrografica

Entre los parametros relativos a la red hidrografica se encuentran la pendiente del

cauce principal y el tiempo de concentracion (Tabla 4.2), el cual se define como el

tiempo en que tarda en llegar a la seccion de salida la gota de lluvia caida en el

extremo hidraulicamente mas alejado de la cuenca.

Tabla 4.2. Parametros relativos a la red hidrografica.

Pendiente Tiempo de
del Cauce | concentracion
Ppal(%0) (min)
0,77 6,7

Fuente: Olave (2001).
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Anexo 5. Series de suelo.

Serie Victoria (Vc)

Caracterizacion general:
Suelos que se ubican en el llano central a una altura de 300 a 350 m.s.n.m. Han

evolucionado de depoésitos de cenizas volcanicas que descansan comtiinmente sobre
conglomerados multicolores y esto en depdsitos laharidos. Son suelos delgados a
moderadamente profundos, bien drenados. De textura superficial franco limosa y
color pardo muy oscuro; de textura franco limosa y color pardo oscuro en

profundidad.

Serie Barros Arana (BAR)

Caracterizacion general:

Suelos que se ubican en el llano central a una altura de 30 a 50 m.s.n.m. se presentan
en forma de terrazas recientes. Suelos planos, delgados de textura superficial franco
limosa y color pardo muy oscuro; de textura franco arenosa fina y color pardo oscuro
y pardo amarillento oscuro en profundidad.

Fuente: Olave 2001.

Anexo 6. Caracterizacion del suelo segun la formula 323.

Grado de intemperizacion y desarrollo del perfil (3).
Esta categoria incluye los suelos con un horizonte A definido, pero si9n un horizonte

B con textura o estructura. Es aceptable en esta categoria alguna, lo que se debe a la

111



“Ensayo de Microntcleos en eritrocitos de Oncorhynchus mykiss como herramienta
para evaluar la exposicion a pesticidas potencialmente genotdxicos en el Rio
Traiguén.”

lixiviacion de sesquidxidos desde el horizonte A y tefiido producidos por el material

original inmediatamente bajo del horizonte A (Olave 2001).

Drenaje (2).
Buen drenaje, se presenta en suelos cuyas texturas van desde arena fina a franco

arcillosa, y si la porosidad es adecuada en suelos arcillosos (Olave 2001).

Textura capa superficial (3).
Textura media, franco arenosa muy fina, franca arcillosa y limo.

Fuente: Olave (2001).

Anexo 7. Caracterizacion capacidad de uso del suelo

Clase III.

Los suelos de la clase III presentan moderadas limitaciones en su uso y restringen la
eleccion de los cultivos, aunque pueden ser buenas para ciertos cultivos. Tiene
severas limitaciones que reduce la eleccion de plantas o requieren practicas

especiales de conservacion o ambas.

Las limitaciones mas corrientes para esta clase, pueden resultar del efecto de una o

mas de las siguientes condiciones:

& Relieve moderadamente inclinado a suavemente ondulado.
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& Alta susceptibilidad a la erosion por agua o vientos o severos efectos adversos de

erosiones pasadas.

& Suelo delgado sobre un lecho rocoso que limita la zona de arraigamiento y

almacenamiento de agua.

& Permeabilidad muy lenta en el subsuelo.

& Baja capacidad retencion de agua.

Fuente: Olave (2001).
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Anexo 8. Protocolo Microntcleos (MN) Dr. Juan Gavilan E. (2002)°

1. Toma de muestra (peces)
Pez  puncidn vena caudal
posicion ventral 3° escama
jeringa heparinizada

2. Frotis (2 frotis por organismo)
Colocar una gota sobre un porta objeto limpio
Nota: (porta objeto limpio = lavado en metanol y secado con un pafio limpio).

3. Hacer el extendido con otro porta objeto limpio. Cuidar de no repasar el frotis
para no romper las células. La gota se arrastra desde atras.

4. Dejar secar al aire.

5. Fijar en Carnoy por 4 — 5 minutos.
Soluciéon Carnoy preparacion fresca (nuevo en cada uso)
Metanol : Acido Acético 3:1

6. Lavar en agua destilada. 2 veces.

7. Dejar secar al aire.

8. Tincion Giemsa al 5 % en Buffer Sorensen 4 a 5 minutos
(controlar coloracidn al microscopio)

5 Gavilan J. 2002. Universidad de Concepcion. Facultad de Ciencias Biologicas. Depto. Biologia
Celular.
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Buffer S6rensen

Sol A = Na,HPO, - 12 H,O = 35,814 gr/ 1 litro agua destilada
ml

Sol B =NaH,PO4 - 2 H,0=15,60 gr/1 litro agua destilada

Tomar

SolB =567 ml Total 1 L

9. Lavar 2 veces en agua destilada controlar al microscopio la tincion.

Medir pH=6.7
Buffer Sérensen (equivalente)

Sol A =Na,HPO,4 -2 H,O= 17,8 gr/ 1 litro agua destilada
Sol B=NaH,PO, - H,O= 13,8 gr/ 1 litro agua destilada

Sol A =433 ml

Tomar
Sol B =567 ml Total : 1L

PH=6.7

10. Dejar secar al aire.

11.

Montaje definitivo

Frotis coloreado y seco
Agregar en la superficie 1 a 3 gotas de Balsamo de Canada

Sol A= 433

Colocar lentamente el cubre objeto desde un lado para evitar formacion de

burbujas de aire.
Dejar solidificar el balsamo al aire.
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Nota: Los portaobjetos montados definitivamente se “leen” al microscopio fotéonico
con aceite de inmersion y lente de inmersion. Los portabojetos se pueden limpiar

(sacar el resto de balsamo orillas y aceite con XILOL).

frotis 2000 células
Cada organismo /
\ frotis 2000 células

N° MN en 4000 células
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