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1 RESUMEN
Desde hace afios se han venido desarrollando técnicas de evaluacion de la calidad medio
ambiental, a partir de la utilizacion de peces y mas recientemente sus parasitos. En este
trabajo de tesis se postula que el trematodo intestinal Limnoderetrema tolosai, concentra una
mayor cantidad de metales que su hospedador Basilichthys australis. Se presentan los
primeros reportes de acumulacion de metales Cr, Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, As y Pb en L. tolosai y
en cortes de tejido muscular, hepatico e intestinal de B. australis. Posteriormente, se pone a
prueba la capacidad que presentan los trematodos para evidenciar diferencias de
concentracion, comparando entre dos sitios de muestreo y dos sitios control. La metodologia
utilizada contempld basicamente la seleccion de muestras bajo el criterio de cortes limpios y
parasitos completos, utilizando pinzas y material de diseccion de porcelana, liofilizacion.
Posteriormente el traslado al UFZ — Leipzig/Halle, Departamento de Inland Water Reserch,
Magdeburg, Alemania, donde se determinaron los metales pesados, mediante el analisis de
fluorescencia de reflexion total de rayos X (Total X—Ray Reflection Fluorescence
Spectrometry, TXRF). Los resultados permiten concluir que el parasito intestinal L. tolosal,
concentra significativamente una mayor cantidad de metales que los tejidos musculares e
intestinales de Basilichthys australis, presentando diferencias no significativas con el tejido
hepatico en metales como el Fe. También, se encontré diferencias estadisticamente
significativas en las concentraciones de metal en los pardsitos segin sitio de muestreo,
aunque estas diferencias son muy discretas. Se concluye que L. tolosai es una especie
susceptible de ser utilizada como bioindicador en la determinacion del estado de

contaminacion de cuerpos de agua a partir de especies endémicas.



2 ABSTRACT

For years evaluation techniques on environmental quality have been developed from the use of
fish and more recently from its parasites as well as indicators of the environmental qualities. In
this thesis it is proposed that the intestinal trematode Limnoderetrema tolosai concentrates a
greater amount of metals than its host Basilichthys australis. This is the first reports of metal
accumulation Cr, Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, As and Pb detected in isolated L. tolosai and cuts of
muscular, hepatic and intestinal tissue of B. australis. Later the capacity that the trematodes
present to demonstrate the differences of contamination between two sample sites and two
control sites is tested. The methodology basically contemplates the selection of samples under the
criterion of clean cuts and complete parasites using tweezers and porcelain dissection material,
drying. Later there was a transfer to the UFZ - Leipzig/Finds, Department of Inland Water
Research, Magdeburg, Germany, where the heavy metals were determined, by means of the Total
analysis X - Ray Fluorescence Spectrometry (TXRF). The results allow to conclude that the
intestinal parasite Limnoderetrema tolosai, concentrates a greater amount of metals than
muscular and intestinal tissues of Basilichthys australis presenting non significant differences
with the hepatic tissue in metals such as Fe.

Some significant differences in the concentration of the L. tolosai according to the sample sites
were found. However, these differences are slight. This capacity makes these parasite species
likely to be used as a bioindicator in the determination of the state of contamination of water

bodies from endemic species.



3 INTRODUCCION
La evaluacién de los cuerpos de agua se fundamenta en la capacidad natural de estos para
responder a los efectos de perturbaciones eventuales o permanentes, asi, es posible usar
propiedades estructurales y funcionales de los diferentes niveles de organizacion biologica para
interpretar el estado de condicion de un cuerpo de agua (Connell, 1997; Bray y Weil, 2002). En
dichas evaluaciones se ha considerado el monitoreo de la calidad del agua tomando en cuenta,
aparte de los parametros fisico — quimicos, las variables bioldgicas, por su gran valor al
representar los efectos acumulativos de los ecosistemas fluviales, sometidos a estrés por
contaminacioén antrépica en el tiempo (Norris y Hawkins, 2000). Entre las variables biologicas,
se han considerado las especies cuyas poblaciones son disminuidas, o que por el contrario, se
vuelven abundantes bajo los efectos de la contaminacion, denominandolas especies indicadoras
(p.e. macrozoobentos). Por otra parte, los procesos vitales de individuos que muestran
alteraciones especificas ante tales efectos, han sido llamados procesos bioindicadores (Salanki,
1985). En este sentido, la capacidad de bioacumulacion que poseen los organismos acuaticos
esta referida a la capacidad de concentrar contaminantes en sus tejidos respecto a los niveles
existentes en el medio en que habitan (Riisgard et al., 1985; Diaz et al., 2001; Gray, 2002), lo que
hace que estos organismos sean considerados como indicadores de la exposicion en ecosistemas
contaminados. De particular importancia resulta esta bioacumulacion en el caso de la
contaminacion por metales, ya que estos elementos no son metabolizados por los organismos

(Luoma y Rainbow, 2005).



3.1 BIOINDICACION DE METALES PESADOS EN CUERPOS ACUATICOS

Se define como metales pesados al grupo de metales y semimetales (metaloides) que se han
asociado a la potencial contaminacion y toxicidad de un ecosistema (Connell, 1997; Bray y Weil,
2002; Duftfus, 2002). Estos elementos son constituyentes naturales del agua, derivados de la
erosion de las rocas, vulcanismo e hidrotermalismo principalmente, los cuales se interrelacionan
con el medio ambiente mediante ciclos biogeoquimicos naturales (Lantzi y Mackenzie, 1979).
Por otra parte, la actividad industrial ha generado una gran cantidad de metales, los cuales son
descargados al medio ambiente, afectando los ciclos naturales de los elementos. El andlisis de
metales pesados en organismos de agua dulce es importante para investigar la toma,
bioacumulacion y transferencia de estas sustancias a través de la cadena trofica (Liu y Wang,
2002; Woelfl et al., 2008) ya que son sustancias, con gran estabilidad quimica frente a los
procesos de biodegradacion. Por ello los seres vivos son incapaces de metabolizarlos,
generandose una contaminacion por bioacumulacion y un efecto multiplicador en Ia
concentracion del contaminante en la cadena trofica, definida como biomagnificacion; (Castafe
et al., 2003; Mancera-Rodriguez y Alvarez-Leon, 2006). De este modo, los organismos expuestos
a estos contaminantes, pueden acumular los metales en sus tejidos en concentraciones mas altas
que las que normalmente se encuentran en el ambiente (Warren y Haak., 2001; Mountouris et
al., 2002; Dallinger et al., 2004; Boada et al., 2007). Asi, los contaminantes resultan
potencialmente dafiinos para los organismos en concentraciones elevadas, causando efectos
toxicos ya que se absorben muy eficientemente a través de las membranas biologicas (Langston,
1990; Rainbow, 1997; Villalobos, 1997; Mann et al., 2002; Gagneten y Vila, 2001); influyendo
en todos los niveles de organizacion, desde un nivel molecular hasta un nivel de comunidad

(Wolterbeek y Verburg, 2001; Mann et al., 2002).



Los niveles de metales presentes en un organismo estdn relacionados con variables medio
ambientales y biologicas relativas a la especie bioacumuladora. Dentro de las variables
ambientales se pueden sefalar: calidad del agua, temperatura, salinidad y pH del medio. En
sintesis, estds variables van a determinar el estado de solubilidad y biodisponibilidad del
elemento (Boyden, 1974,1977; Connell, 1997; Bray et al., 2002; Medina y Encina 2003;). La
biodisponibilidad, corresponde a la fraccion de metal total que esta disponible para ejercer
accion y efecto en el organismo receptor, es decir es la fraccion de metal pesado, que esta
disponible para ser absorbido y corresponde a formas solubles e intercambiables. (John y
Leventhal, 1995; Backer et al., 2003; Luoma y Rainbow, 2005). Como se sefialo también, debe
ser considerada la naturaleza bioldgica de las especies con especial énfasis en la talla, sexo y
posicion en la cadena trofica. (Borchardt et al., 1988; Boyden, 1974,1977; Cossa et al., 1980;
Frazier et al., 1985; Lares y Orians, 1997). Dichas especies son utilizadas, para determinar la
calidad del agua; basdndose en los resultados de la aplicacion de pruebas de toxicidad en
organismos descritos como bioindicadores y asumen que los valores determinados pueden ser
extrapolados para describir el estado de contaminacion del ambiente (Medina y Encina, 2003).
También se ha definido la relevancia del estudio del zooplancton en la transferencia de elementos
traza a través de la cadena trofica y en particular a micro crusticeos como Daphnia por su
prevalencia en ecosistemas no contaminados (Mages et al., 2001; Woelfl et al., 2003, 2006;
Tapia et al., 2006).

En Chile, donde se desarrolla una intensa actividad minera se ha sefialado un aumento de los
niveles de contaminacion por metales pesados en los cuerpos de agua como rios y embalses,
especialmente cobre, cadmio, zinc y mercurio. También se ha informado sobre elevados niveles

de metales pesados, provenientes de la mineria artesanal, desperdicios industriales y domésticos
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donde los ambientes lacustres y humedales se encuentran altamente expuestos, debido a

su baja tasa de renovacion. (Schalscha y Ahumada, 1998; Gaete et al., 2007). Un ejemplo
concreto es el cambio en la quimica del humedal Carlos Andwanter, después de entrar en
operacion la planta de Celulosa Arauco y Constitucion a 25 km rio arriba del Rio Cruces. Al
respecto, en el estudio sobre el “origen de mortalidades y disminucion poblacional de aves
acudticas en el Santuario de la Naturaleza Carlos Anwanter”, se menciona que durante el afio
2004 se produjo una alteracion significativa de la calidad de las aguas al interior de este humedal,

que afecto los distintos procesos fisico-quimicos de este ambiente acuatico (UACH, 2005).

3.2 PARASITOS DE PECES COMO INDICADORES DE CONTAMINACION CON

METALES: UNA NUEVA PROPUESTA DE INDICACION MEDIOAMBIENTAL

En la ultima década se ha manifestado a nivel cientifico, una creciente preocupacion y necesidad
por contar con bioindicadores mas eficientes para la determinacion de metales biologicamente
disponibles, sobre todo en casos donde existe el problema de que las concentraciones presentes,
no son detectables con los métodos analiticos que tradicionalmente se utilizan para la
cuantificacion de las perturbaciones ocurridas por contaminacion (Poulin, 1992; Bagge y
Valtonen, 1996, Sidall et al., 1997; Tenora et al., 1997; Broeg et al, 1999; Sures y Sidall, 1999;
Zimmermann et al., 1999; Sures, 2000; Gefen et al., 2003; Soliman et al., 2004; Khan, 2006;
Sures et al., 1994,1997, 2003; Woelfl et al., 2008). En este sentido, se han desarrollado
principalmente en Europa, técnicas de medicion de calidad medio ambiental, a partir del uso de
parasitos de peces, los cuales han evidenciado una gran sensibilidad para acumular metales

existentes en el medio ambiente, lo que los convertiria en una poderosa herramienta de
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monitoreo, sobre todo en ecosistemas acuaticos no contaminados (Riggs et al., 1987; Sures et
al., 1994, 2003; Galli et al., 1998; Sures y Sidall, 1999; Palikova y Barus, 2003; Schuldermann
et al., 2003; Thielen et al., 2004; Selda e Ismail, 2005; Pascual y Abollo, 2005; Zimmermann et
al., 2005; Sures y Zimmermann, 2007). En dichos trabajos, se ha utilizado principalmente,
especies de parasitos de amplia distribucion mundial, estableciéndose que algunas poblaciones
de endoparasitos helmintos, especialmente cestodos Ligula intestinalis, Diphyllobothrium latum,
Monobothrium wageneri y acantocéfalos Pomphorhinchus laevis, Aspersentis megarhynchus,
Partenuisentis ambiguus, Polymorphus minutus, Acanthocephalus lucii. Dichos parasitos,
poseen una marcada capacidad de acumular metales pesados, por sobre los niveles encontrados
comunmente en los tejidos de sus hospedadores; capacidad que no se ha evidenciado en estudios
realizados  en poblaciones de nematodos Philometra ovata, Contracaecum rudolphii,
Anguillicola crassus, presentes en animales acuaticos. Estos estudios a su vez, han entregado
interesantes resultados sobre los efectos de los parasitos en la fisiologia del hospedador,
senalandose que estos helmintos, estarian induciendo a resultados falso — negativo o falso -
positivo del estado de contaminacion de un ambiente, en los procedimientos habituales de
bioindicacion, que no consideran la presencia de parasitos en los organismos centinelas; es decir,
al determinar los niveles de concentracion de metales pesados, en los organismos hospedadores,
no se considera que dichas concentraciones pueden verse subestimadas por el efecto producido
por los parésitos, que absorben metales de sus hospedadores (Sures y Siddall, 1999). También se
ha sefialado la importancia de los efectos de la polucion sobre la abundancia y la alteracion de
poblaciones y comunidades parasitarias. Estas alteraciones se explican en funcion de que los
cambios en los niveles de polucion, afectan las comunidades parasitarias al producir efectos

directamente en los hospederos intermediarios, paraténicos o finales. Al respecto, estadios
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larvales de Pomphorhinchus laevis ven disminuidas sus poblaciones, cuando sus hospederos
intermediarios Gammarus pulex estan sometidos a ambientes con altas cargas de contaminacion.
Por otra parte, hospederos como Pleuronectes americanus, en ambientes de baja contaminacion
presentan una alta prevalencia de digeneos: Steringophorus furciger y Macvicarius soleae y
del acantocéfalo Echinorhynchus gadi. Por otra parte, cuando los niveles de contaminacion
aumentan en el ambiente, son mayoritariamente parasitados por Cryptocotle lingua. También se
ha reportado que Gyrodactylus salaris (Platyhelminthes, Monogenea) disminuye su prevalencia
en ejemplares de salmon del atlantico (Salmo salar) cuando aumentan las concentraciones de
metales Cu, Fe y Mn (Hoole, 1997; Lafferty, 1997; Overstreet, 1997; Pietrock y Mclauhun,
2002; Morley et al., 2003; Schuldermann et al., 2003; Schmidt et al., 2003; Poléo et al., 2004;
Khan, 2007).

Otra linea investigativa, ha sido la comparacién de los niveles de concentracion de metales,
mediante pruebas toxicologicas en estadios de vida libre en trematodos, como miracidios y
cercarias. En C. lingua presente en Littorina littorea, se ha reportado que, disminuyen su
longevidad, en ambientes sometidos a un aumento en los niveles de contaminacion por metales
pesados. También se ha sefalado, que las mayores concentraciones de metales pesados, se
encuentran en hospedadores definitivo y no en estadios larvales, como ocurre en ejemplares de
del acantocéfalo, Pomphorhynchus laevis en el huésped intermediario, Gammarus pulex, donde
no se encontraron diferencias entre parasito y hospedador intermediario en la concentracion de
metales, pero si entre el parasito y el hospedero definitivo, Leuciscus cephalus, infectados
experimentalmente; reportandose ademas, la dificultad de trabajar con estadios larvales de
parasitos , por ser de corta vida y dificiles de monitorear en procesos permanentes de evaluacion

de calidad ambiental (Siddall y Sures, 1998; Cross et al., 2001; Seth et al., 2002; Sures, 2004).
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Pese al avance de las investigaciones, en Latinoamérica se registra s6lo un trabajo donde se
estudio la relacion de metales entre el parasito y su hospedador. En este trabajo, larvas
plerocercoides de D. latum fueron aisladas en Oncorhynchus mykiss en el lago Rifiihue, Chile;
sefialandose que D. latum, tiene una mayor capacidad de acumulacion de metales que el
hospedador con mayor sensibilidad en los parasitos de menor talla respecto de los parasitos mas
grandes, para concentrar mas oligoelementos por unidad de peso seco (Woelfl et al., 2008).

Sin embargo, estos trabajos no han puesto a prueba silos parasitos endémicos, al igual que los
de distribucién cosmopolita, junto con acumular mas metal, pueden ser utilizados para comparar
entre ambientes con distintos niveles de contaminacion, especialmente en aquellos donde los

métodos convencionales no pueden medir con certeza (Woelfl et al., 2008).

3.3 FAUNA iCTICA Y PARASITOS TREMATODOS EN PECES CONTINENTALES DE
CHILE

La fauna ictica de Chile se compone de un total de 11 familias, 17 géneros y alrededor de 44
especies nativas de peces, incluyendo dos especies de lampreas. Entre estas especies, uno de los
grupos mas relevantes corresponde al orden Atheriniformes, con 7 especies, entre ellas
Basilichthys australis (Eigenmann, 1927), presente desde el Rio Huasco (28° -29° S) hasta Isla la
Grande de Chiloé (42°-43°S) (Dyer, 2000). Se ha sefialado que esta especie esta presente
naturalmente en aguas continentales del sur de Chile y por tanto es un organismo representativo
de estos ambientes.

En cuanto a la diversidad de trematodos presentes en especies de agua dulce en Chile, se ha
identificado principalmente, estadios de metacercarias, de Diplostomum mordax, aisladas de

cerebro, cavidades ventriculares y meninges de B. australis (Torres et al., 1996); estadios adultos
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y juveniles de Deropegus patagonicus en Percichthys trucha (Torres, et al., 1992. En la familia
Zoogonidae, se identifico a la especie Steganoderma oviformis en su estado adulto, en el intestino
de Aplochiton zebra (Szidat, 1962), al igual que Steganoderma sp., presente en Diplomystes
nahuelbutaensis (Olmos et al., 2003). Finalmente, en B. australis, se describié una nueva especie
también perteneciente a la familia Zoogonidae, , Limoderetrema tolosai, (Torres y Neira, 1991),
especifica de B. australis.

La especificidad del hospedador en L. tolosai, sumado a que su tamafio esta en el rango de
milimetros, permiten una identificacion rapida y facil manipulacion, sin que se afecte
significativamente el ecosistema, generando una gran cantidad de informacidn por unidad de pez
sacrificado. Por lo tanto, el uso de este parasito como bioindicador seria un procedimiento
economico y util para la cuantificacion de los niveles de concentracion de metales presentes en
el ambiente. Es asi, que en este estudio se propone investigar la capacidad de L. tolosai para ser
utilizado como bioindicador por metales pesados. Especificamente, se determinara la relacion
entre la concentracion de metales pesados presentes en L. tolosai y su hospedador, y la

concentracion entre endoparasitos expuestos a ambientes con diferentes grados de contaminacion.
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3.4 HIPOTESIS
Se postula que el trematodo intestinal L. tolosai, concentra una mayor cantidad de metales que el
tejido muscular, intestinal y hepatico de su hospedador, B. australis. Esta capacidad convierte a
estos parasitos en una especie susceptible de ser utilizada como bioindicador en la determinacion
del estado de contaminacion de cuerpos de agua a partir de especies endémicas.
3.5 Objetivo General:
El objetivo general de este estudio es cuantificar el grado de bioacumulacion de metales
pesados en el endoparasito L. tolosai y comparar con las concentraciones de los tejidos del
hospedador B. australis. Ademas, se compara la concentracion de metales pesados de L.
tolosai en peces de distintas localidades: Santuario de la Naturaleza, Pishuinco y Lago

Panguipulli, estos dos ultimos utilizados como control.

3.6 Objetivos Especificos
Los objetivos especificos de este estudio son:
1. Determinar diferencias de concentracidon de metales pesados entre el endoparasito L.
tolosai y los tejidos de su hospedador B. australis.
2. Estimar el factor de bioconcentracion de metales pesados presentes en el endoparasito L.
tolosai respecto de las concentraciones presentes en aguas del Santuario de la Naturaleza
y sitios control (Pishuinco y Lago Panguipulli).
3. Cuantificar el grado de acumulacion de metales pesados en L. tolosai de B. australis
provenientes del Santuario de la Naturaleza y compararlas con las concentraciones

detectadas en muestras de parasitos de dos sitios control (Pishuinco y Lago Panguipulli).
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4 MATERIAL Y METODO

4.1 AREA DE ESTUDIO

El érea principal de estudio corresponde al Santuario de la Naturaleza el cual cubre una
superficie de 4,877 ha. Esté localizado, inmediatamente al norte de la ciudad de Valdivia en la
XIV Region de los Rios, Chile (39° 41°S 73° 11°0) (Fig. 1). El Santuario se designo bajo la
Comision Ramsar sobre Humedales con la adhesion de Chile el 27 de julio de 1981.
Los sitios control corresponden a el Lago Panguipulli (39° 47°S - 71° 40°0), de tipo oligotrofico y
caracterizado como no contaminado y Pishuinco sitio considerado como poco intervenido por
accion antropica (39°47° 577 S - 73°40° 8770).
4.2 ESTACIONES Y FECHAS DE MUESTREO
Se colectaron muestras de agua y ejemplares de B. australis en los sitios de San Luis, 100

metros aguas arriba del ducto Celco y Pishuinco; entre los dias 9 y 28 de enero de 2006 (Fig.1).

El lago Panguipulli fue muestreado entre los dias 9 y 10 de marzo de 2006.

Pacifico

Fig. 1: Estaciones de muestreo. San Luis, 100 mt aguas arriba del ducto Celco y sitios control
Pishuinco y Panguipulli.
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4.3 METALES ESTUDIADOS

Los metales analizados corresponden a Cr, Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, As y Pb, los cuales
fueron medidos en L. tolosai aislados del hospedador y en cortes de tejido muscular, hepatico e
intestinal de B. australis. También se consideran los resultados obtenidos en muestras de agua
tomadas en los sitios de captura de los peces.

4.4 MUESTREOS DE AGUA

Las muestras de agua se colectaron a nivel superficial con envases plasticos,
posteriormente fueron filtradas empleando filtros de 0.2 pm contenidos en jeringas y traspasados
a frascos Eppendorf (Fig 2), adicionandoles 60 pL de acido nitrico (HNO3 Suprapure, Merck Nr
1.00441.0250), el cual contiene un bajo contenido en metales, para la digestion de la materia

organica y liberacion de los metales pesados.

Fig. 2: Agua filtrada para andlisis de metales en frascos Eppendorf, preparada para ser enviada a

Alemania.
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4.5 CAPTURA DE PECES

Se realizd mediante pesca de cerco, utilizando redes de apertura de malla de 32 mm.
Preferentemente, se desarrollaron muestreos nocturnos debido a los habitos alimenticios de los
animales. Posteriormente, las muestras fueron trasladadas al laboratorio en depositos de plastico

y mantenidas a no mas de 4° C, evitando el contacto con elementos metalicos.

Fig. 3: a) Ejemplares de B. australis medidos pesados y sexados. b) Obtencién de cortes de
tejido de B. australis con instrumentos de porcelana para evitar contaminacion por

metales.
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4.6 OBTENCION DE TEJIDOS DE PECES

Los peces fueron eviscerados con cuchillo de porcelana previamente lavado con etanol al 96%.
Las visceras fueron depositadas en una placa de Petri de vidrio con agua destilada. Con la ayuda
de pinzas y bisturi de cerdmica, se obtuvieron cortes de higado, intestino y musculo; los cuales

fueron depositados en placas de Petri y lavados tres veces cada uno en agua destilada (Fig.3 by

4).

Fig. 4: Placas de Petri con cortes de tejido muscular, intestinal y hepatico de B. australis, luego

del proceso de liofilizacion y previo a su envio a Alemania.



20

Los cortes fueron observados mediante Lupa Leica MZ6, GF 10 X y 40X. El criterio de
seleccion fue el de cortes limpios, ausentes de signos evidentes de contaminacion por residuos de
sangre, mucosa, espinas u escamas presentes en las muestras que pudieran producir alteraciones
en los resultados. Estos cortes fueron puestos en placas de Petri y mantenidos en frezzer a -17°
C (Fig. 4). Posteriormente, las muestras fueron liofilizadas y enviadas a Helmholtz Centre for
Environmental Research — UFZ, Magdeburg Alemania, para el analisis de metales trazas.

4.7 OBTENCION DE PARASITOS

De B. australis se aislaron, con pipeta Pasteur, muestras de trematodos vivos (Fig. 5ay
b), que se depositaron en placas de Petri con agua destilada cuidando no producir shock osmotico
en las muestras. Posteriormente, los parasitos fueron lavados tres veces en agua destilada y una

vez en agua suprapura. La identificacion de los parésitos fue realizada por el Dr. Patricio Torres.

Fig. 5: Limnoderetrema tolosai aislado in vivo bajo lupa 40x (a) y con aumento 100x en campo oscuro

microscopio estereoscopico (b)
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Finalmente, los parésitos seleccionados fueron trasladados a frascos de teflon (volumen: 1,5 ml)
para congelarlos en nitrégeno liquido. Las muestras congeladas fueron mantenidas en un freezer
a-17° C en el Laboratorio de Quimica de Aguas del Instituto de Zoologia, hasta su posterior
liofilizacion. Los parasitos aislados en cada pez, corresponden a un criterio arbitrario y no a la
totalidad de parasitos presentes en cada ejemplar.

4.8 PREPARACION Y ANALISIS DE METALES EN PARASITOS

La preparacion de los parasitos desde su coleccion hasta el andlisis de metales trazas se
representa en el esquema de la Fig. 6. Seglin este protocolo los parasitos son 1) congelados en
nitrogeno liquido, 2) liofilizados y 3) pesados. La muestra se prepara directamente sobre un
carrier de cuarzo, siendo digeridas con acido nitrico y oxidadas en plasma fria, para finalmente

ser medidos a través de TXRF. Los pasos detallados se presentan a continuacion:

Meétodo seco: Preparacion directa
sobre carrier de medicién

Digestion (+ HNO,)
+ Estandar interno de GA.

+ Combustion en plasma
frio (microondas).

Analisis TXRF

Fig. 6: Esquema de la técnica de preparacion de parasitos para la medicion de metales con TXRF.
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4.8.1 LIOFILIZACION DE LOS PARASITOS

Las muestras congeladas de los parésitos fueron trasladadas al Instituto de Microbiologia de la
Universidad Austral de Chile, siendo liofilizadas durante 24 horas en un equipo Leybold —
Heraeus. LIOVAC GT?2. Este procedimiento involucra el congelamiento de la muestra, seguido
de un secado al vacio, lo cual resulta en la sublimacion de agua de la suspension celular. Como

resultado de la liofilizacion se obtuvo individuos secos (Fig. 7).

Fig. 7: Parasitos liofilizados

4.8.2 SELECCION DE PARASITOS
Después de la liofilizacion se seleccionaron los pardsitos aptos para ser analizados, es decir,
aquellos que se presentaban intactos y sin alteraciones por shock osmoético. Los organismos se

manipularon con pinzas de cerdmica previamente lavadas con etanol al 96%, a fin de evitar
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contaminaciéon por metales pesados a través de pinzas convencionales. Los parasitos
seleccionados se depositaron en Tubos Eppendorf de 1 ml de capacidad para ser pesados y
preparados posteriormente sobre los carrier (Fig. 8).

Ademas, de cada muestra se tomaron fotografias con el objetivo de confrontar resultados
“dudosos” como por ejemplo la verificacion de algin tipo de contaminacion durante la
manipulaciéon de los individuos con elementos metalicos o la existencia de tejidos sucios con
mucosas u otro tipo de elementos. Finalmente, las muestras se trasladaron al UFZ —
Leipzig/Halle, Departamento of Inland Water Research, Magdeburg, Alemania, donde se
determinaron los metales pesados, mediante el analisis Total X — Ray Fluorescence Spectrometry
(TXRF) (Mages et al., 2001; Woelfl et al., 2003). Esta parte del trabajo fue realizada por el Dr.

S.Woelfl y la Dra. M. Mages durante julio 2006.

Fig. 8: Balanza ultrafina para determinacion de peso seco y carriers para la seleccion de parasitos.
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4.8.3 DETERMINACION DEL PESO SECO Y PREPARACION DE LOS PARASITOS
SOBRE LOS CARRIER

Después de la seleccion de las muestras, se determind el peso seco de cada parasito usando una
balanza ultrafina (Sartorius Ultramicro S4, sensibilidad 0.1 pg) (Fig. 8). El peso seco fue
posteriormente corregido considerando los efectos de la humedad ambiental de acuerdo a la

siguiente ecuacion (Mages et al., 2001):
PS,= PS,/ (1+HR* FC)

Donde PS, es el peso seco del parésito extrapolado al 0% de humedad ambiental; PSy es el peso
medido en la balanza, HRy es la humedad relativa del aire al momento de pesar la muestra y FC

es un factor de correccion empirico (0,00293 £+ 0,00013).

Fig. 9 Ejemplares de Limnoderetrema tolosai liofilizado y preparado sobre el carrier.
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La humedad relativa fluctué entre un 35 y 80 % durante el tratamiento de las muestras. Después
de ser pesados los individuos fueron puestos en carriers de cuarzo (Fig. 9), fijdndolos con
aproximadamente 5 pL de agua destilada y secandose después con aire. Posteriormente, se
adiciono un estandar interno de Galio y finalmente se realizd una digestion con HNO;
(Suprapuro, Merck) poniendo el carrier durante aproximadamente 10 minutos sobre una placa
calefactor a 60°C.
4.8.4 ELIMINACION DE LA MATERIA ORGANICA POR CPA (COLD PLAMA
ASHING)
En una segunda fase, las especies fueron incineradas en un plasma frio de ceniza (plasma —
System 100, Technics Plasma GMBH, Kirchheim, Alemania). Esta técnica se utiliza para rastrear
elementos de material biologico diminuto (rango -pg), debido a la heterogeneidad que éstos
presentan sobre el cuarzo. Lo anterior permite la oxidacion de materia organica, principalmente
del carbono, el cual corresponde al 50% del peso seco de los individuos, mejorando asi la
deteccion de metales pesados (Woelfl et al., 2003).
La incineracion se realizo en las siguientes condiciones: Presion de oxigeno: 1mbar; oxigeno de
alta pureza factor 4.5 (99,995% concentracion oxigeno); potencia del microonda: 300 W;
temperatura: 180° Celsius, tiempo de la reaccion: dos horas.
Para evitar contaminacion se suministro oxigeno separado con tubos de plastico y un filtro con

0.2 um de tamano de abertura.

4.9 INSTRUMENTOS PARA ANALISIS DE METALES TRAZAS CON TXRF
La técnica de Fluorescencia de Rayos X por reflexion Total (TXRF) se basa en el estudio de las

emisiones de fluorescencia de rayos X generados después de la excitacion de una muestra
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mediante una fuente de rayos X (Fig. 10). Los atomos presentes en la muestra analizada son
excitados de modo que los electrones de las capas internas son movidos a niveles de energia
superiores. Los electrones de otras capas minimizan su energia ocupando los huecos electronicos
que quedan libres, de modo que la energia asociada a dichas transiciones se re-emiten en forma
de fotones. A estas emisiones se las conoce como emisiones de fluorescencia o radiacion
secundaria y presentan energias caracteristicas del &tomo que las genera y una intensidad que
depende directamente de la concentracidon de dicho atomo en la muestra. El resultado es un
espectro de dispersion de energia, donde aparecen simultdneamente todas las lineas asociadas a los
elementos quimicos presentes. Analizando la posicion de los maximos de intensidad, se identifican
los elementos presentes. Integrando cada uno de los perfiles elementales se obtienen sus
proporciones masicas y afiadiendo un elemento patron de concentracion conocida se obtiene la
cuantificacion de dichos elementos. En la presente investigacion, el instrumento utilizado en el
analisis de TXRF corresponde a un espectrometro provisto con un 80-mm’ Si (Li) con
resolucion de 158 eV, donde operan finos focos a 50 kV y 55 mA unido a un computador con un
sistema de analisis de multicanales, combinado con un programa de espectro (FEI Company
Munich, Alemania). El tiempo de medicion de metales fue de 1000s. (Fig. 10) Esta técnica es de
alta sensibilidad y permite la deteccion simultanea de multiples metales traza presentes en una
muestra individual con un rango de deteccion limite del orden de pico gramos (Mages et al.,

2001).
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Fig. 10: Espectro energético e identificacion de metales (arriba izquierda) e instrumento utilizado
(TXRF 8030C) en el analisis de Fluorescencia de Reflexion Total de Rayos X (arriba

derecho)

4.10 PREPARACION Y ANALISIS DE METALES EN TEJIDOS

En el caso de los cortes de intestino y de musculo del pez luego de ser liofilizados resultaron ser
muy dificiles de macerar en un mortero para analizarlos directamente sobre los carrier. Por ello,
fue necesario tomar sub muestras de cada tejido y digerirlos en frascos de teflon con HNOs,
durante aproximadamente 10 minutos sobre una placa calefactor a 60°C (Fig. 11). Luego se
depositaron muestras de 5 a 10 ul en el carrier, para continuar con el protocolo de TXRF de la

misma forma en que se realizo el protocolo de los trematodos senalado precedentemente.
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Fig. 11: Muestras de tejidos de peces en frascos de teflon durante la digestion

4.11 MATERIAL DE REFERENCIA

Para asegurar la calidad del andlisis se us6 material de referencia (SRM) de musculo
(DORM-1) e higado (DOLT-2) de dogfish (material de referencia para metales trazas de National
Research Council, Canada). Se us6 aproximadamente 20 mg del material de referencia (5

réplicas) que fueron tratados igual a las muestras de tejido.
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4.12 FACTOR DE BIOACUMULACION

Para calcular el factor de acumulacion de los parésitos se utilizo el factor de bioacumulacion
(FB), el cual fue calculado como el cociente de la concentracion de metal en el parasito del pez y
la concentracion disuelta del elemento en el tejido del hospedador (Woelfl et al., 2008).

FB=C parisito /C tejido del hospedador

Donde C parsito €5 1a fraccion de metal presente en el pardsito medida en (pg g Peso Seco) y C
tejido del hospedador COTTESpONde a la concentracion del elemento presente en los tejidos de B. australis
(ug g Peso Seco). Especificamente son calculados usando los valores minimos y maximos de
las concentraciones de metal del parasito y de los valores promedios encontrados en los tejidos

del hospedador.

4.13 ANALISIS ESTADISTICO

En una primera fase se realizé el estudio preliminar de los datos crudos, con el objetivo
de identificar datos dudosos o erroneos; procediéndose a contrastar con las fotografias y
comentarios de protocolo de trabajo, buscando indicios de posibles causas de contaminacion de
las muestras, ya sea por elementos metalicos, restos de mucosas o sangre que pudieran haber
alterado el resultado. Segun esta base de andlisis se procedid a eliminar datos, los cuales se
presentan en tabla anexo 1.

Para determinar la relacion entre el peso seco y la concentracion de los metales de los
trematodos, se realizaron regresiones simples de ajuste exponencial, estableciéndose niveles de
significacion (P < 0,05). En todos los analisis estadisticos las normalidades fueron puestas a

prueba, con el test de Kolmogorov-Smirnov y en los casos en que no se cumplié con los
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supuestos de esta prueba; se realizo la normalizacion de los datos de concentracion de metales en
base a log (x). Posteriormente, se realizd pruebas de Anova a una via; las cuales permiten
establecer la existencia de diferencias significativas entre sitios a partir de los niveles de metales
determinados en los parésitos. Los valores se expresan en pg g™ Diferencias significativas (P <
0.05). Las evaluaciones se hicieron en base al software estadistico Statgraphic Plus 5.1 y para la

elaboracion de los graficos se uso el programa Sigmaplot 8.0.
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5 RESULTADOS

5.1 CALIDAD DE LA DIGESTION Y ANALISIS DE METALES EN MATERIAL DE

REFERENCIA

Las tasas de recuperacion del material de referencia fluctuaron entre el 81 y 101% de los

valores certificados para DOLT-2 y entre 83 y 111% para DORM-1 (Fe, Cu, Zn, As) (Tab.1).

La concentracion de elementos de Cr, Ni, Mn y Pb estuvieron bajo de los limites de deteccion por

TXRF (< 3-8 ug g-1 Peso Seco).

Tabla 1: Concentraciones de metales del material de referencia DOLT-2 (dogfish higado) y
DORM-1 (dogfish musculo), National Research Council (NRC), Canada.
R; tasa de recuperacion = relacion entre valor medido y concentracion certificada
DOLT-2 DORM-1
Valor de TXRF Valor de TXRF
Referencia R, Referencia R,
n=10 [%] n=10 [%]
Prom. Prom. Prom
Meta]  SO0C- desvest.  Conc. desvest. desvest conc. desvest.
heg [ngg'l [ngg [ngeg] desvest. [ngg']l [ngg [ngg']
] ] [ugg'] ]
Cr 0,37 0,08 <4 - 3,6 0,4 <5 -
Mn 6,88 0,56 <8 - 1,32 0,26 <3 -
Fe 1103 47 1017 18 92,2 63,6 5,3 70,5 8 111
Ni 0,2 0,02 <3 - 1,2 0,3 <3 -
Cu 25,8 1,1 25,9 2,1 101 5,22 0,33 4,34 0,53 83,2
Zn 85,8 2,5 83,7 3,1 97,6 21,3 1 17,8 1,15 83,7
As 16,6 1,1 13,5 3,7 81,3 17,7 2,1 15,6 0,41 88,3
Pb 0,22 0,02 <3 - 0,4 0,12 <3 -
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5.2 CONCENTRACION DE METALES EN EL AGUA

Las concentraciones de la fraccion disuelta de los metales en el agua de los sitios de
muestreo y sitios control no presentan grandes diferencias (Tabla 2), excepto en San Luis donde
las concentraciones de Mn (17,5 pug/L) son el doble que lo registrado en los otros sitios,
presentando también niveles levemente mas altos de Fe (15,8 pg/L). En general, todos los

elementos (Cr, Mn, Fe, Ni, Cu, Zn y Pb) fueron muy bajos con rangos inferiores a 5 -10 pg/L.

Tabla 2: Concentracion de metales en el agua de los sitios de muestreo y sitios control

(prom. £ d.e). Los resultados son expresados como pg/L del metal.

Sitios de muestreo / Numero de muestras

S.Luis Celco Panguipulli Pishuinco
Metal

N=2 N=2 N=2 N=2
Cr <2 <1 <1 <3
Mn 17,5+6,9 1,5+0,6 1,1 £0,3 20 £ 24
Fe 15,8 +4,7 6,2+5,8 32+2,7 95 £ 7,2
Ni 3,9+0,2 1,2+0,3 1,2+0,3 1,6 £1,9
Cu 7,8+4,2 1,7+ 1,0 1,9+1,4 3,6 £33
Zn 7,3+4,7 2,3+0,6 2,7+£2,5 7,8 £1,3

Pb <3 <1 <1 <2
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5.3 NUMERO DE PECES Y PARASITOS AISLADOS

En la Tabla 3 se sefialan las caracteristicas de los 227 parasitos aislados en 18 ejemplares
hembras y 7 machos de B. australis. Los pesos secos de los trematodos presentan diferencias
significativas entre sitios (ANOVA p <0,01) comportandose jerarquicamente como se indica a

continuacion:

SAN LUIS = PISHUINCO > PANGUIPULLI > CELCO

La mayor variabilidad de los pesos secos fue en San Luis (4,2 pg — 35,2 ug) y la menor amplitud
fue en Celco con un rango de 2,5 pgy 20,9 pg.

De acuerdo a la tabla 3, también se observaron diferencias significativas en los pesos humedos de
los peces (ANOVA p= 0,006) donde los mayores pesos corresponden a Celco, mientras que San
Luis y Panguipulli presentaron ejemplares de pesos similares, la estacion Pishuinco presento los

ejemplares de peces mas pequefios.
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Tabla 3: Mediciones morfométricas de los peces colectados en los sitios muestreados, peso (gr),
longitud (cm), sexo. Promedios y desviacion estandar de los pesos secos (PS) (ug) de

parésitos aislados por pez.

PS

Sitio }’eso Longitud  Parasitos  parasitos - PS parisitos
(I} = Sexo himedo pez (cm) aislados (prom. £ PS ’paraSI,tos (pr9m. + ]?.S;
pa.ras1tos pez pez (gr) por pez D.S) (min — max) min — r.noax)
asilados) por pez por sitio
H 450 33,5 15 11,9 +3,8 4,2 -20,0 20,0 £ 6,6
H 290 30 12 13+3,9 89-21,4 (4,2 -35,2)
H 290 31 6 16,5+7 9,2-279
M 166 25,5 8 222+42 15,7 - 30,4
San Luis H 430 34,4 17 24,6 3,6 16,2 -31,4
n=97 H 305 32,5 5 229+1,8 21,2 - 26,1
M 261 32,8 16 254+3,5 20,4 -32,2
M 370 34,2 3 224+42 18,4 -26,9
H 390 34 5 26,5+6,2 18,3 -35,2
M 260 29,5 2 23,1+1,7 21,9- 243
H 385 35 8 16,9 £3,2 10,6 - 21,8
M 170 26 16 16,9 £3,8 12,2 -253 20,9+5,6
Pishuinco  p 220 28,5 6 23,2+4,7 17,8 - 30,2 (12,2 -31,7)
n=137 H 210 27 13 25,4+4,2 20,0 - 31,7
H 310 31 1 - 19,6
H 215 29 1 - 12,2
Celco H 465 34 16 84+33 2,5-14,7 9,8 +3,7
H 325 31,3 12 10,7 £3,3 5,5-18,5 (2,5-20,9)
n=43 H 510 35,4 1 - 9,2
H 350 31,7 2 15+£2,6 13,2-16,9
H 360 33,4 12 10,3 +3,8 4,9-20,9
Panguipulli H 286 33,5 15 19,4 £ 6,4 8,7- 36,4 15,1 +£3,7
H 269 29,5 6 9,6 +£1,2 8,1-11,2 (7,6 —36,4)
n=30 M 301 29 23 13,2433 7,6 - 17,9
M 264 23,5 6 16,3+5,0 11,8-219
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5.4 RELACION ENTRE EL PESO SECO Y CONCENTRACION DE METALES EN
TREMATODOS

Las figuras 12, 13 y 14 muestran las relaciones entre las concentraciones de metal y la
masa de los parasitos con sus respectivos valores significativos. De acuerdo al resultado de las
regresiones con ajuste exponencial, no existe un patron tnico de relacion entre la concentracion
de metales versus el peso seco de los individuos. En metales como el Cr, Ni, Zn y Pb los
parasitos muestran una relacidon inversa donde los individuos de mayores pesos tienden a
acumular menos metal; lo que significa que el peso de los parasitos es una co variable que estaria
afectando las concentraciones de metal presentes en los trematodos. Contrariamente, en los
metales Fe, Cu y As no hay relaciones significativas entre las variables, es decir los parasitos
acumulan estos metales con independencia de su peso. En el Mn, no se puede establecer un
criterio unico, pues las relaciones entre el peso y la concentracion de metal mostraron tendencias
diferentes segun el sitio estudiado. En San Luis, Pishuinco y Panguipulli no hubo una relacion
significativa, mientras que en Celco, las concentraciones decrecen con el aumento de peso de los

individuos.
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Fig. 12: Relacion de concentracion de metales Cr, Mn y Fe pg/g versus peso seco (gr) de L

tolosai por sitios de muestreo y sitios control.
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Fig. 14: Relacion de concentracion de metales As y Pb ug/g versus peso seco (gr) en
L. tolosai por sitios de muestreo y sitios control.
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5.5 COMPARACION DE CONCENTRACION DE METALES ENTRE SITIOS A
PARTIR DE CONCENTRACIONES DETECTADAS EN TREMATODOS Y SU

HOSPEDADOR.

En la Tabla 4 se presentan las concentraciones de metales en trematodos para cada sitio y metal,
indicando las diferencias significativas presentes entre sitios. De acuerdo a la comparacion de
las concentraciones de metales entre sitios, las pruebas ANOVA indicaron diferencias
significativas para todos los metales Cr, Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, As y Pb (Tabla 4).

En todos los sitios, los trematodos evidenciaron una fuerte tendencia en acumular
preferentemente Fe (81 ng g™ y 1636 pg g') yZn (78 pg gy 1013 pg g') siendo el Ni, el metal
que presento los menores rangos de concentracion entre 0,5 pg g v 1,7 ug g”. En los metales
Fe, Cu, Zny As las concentraciones de metal fueron mas altas en la estacion control Pishuinco,

respecto de las concentraciones comporbadas en los dos sitios al interior del Santuario (Tabla 4).

Enel Cr las concentraciones fueron de 0,8 pg g a2l pg g™, las mas altas se detectaron en
Celco 4,8 +3,2 ug g que fue 1,5 mas que lo registrado en los trematodos de los sitios San Luis

con3,8+2,7 ng g y Pishuinco 3,2 + 1,6 ug g (Tabla 4).

En el Mn el rango de las concentraciones fue entre 11 pug g’ y 97 pg g'. Las mas altas
concentraciones corresponden a los trematodos de Celco y San Luis con 28+ 10 ug g”' y 25 = 13
ng g' respectivamente, estas fueron estadisticamente diferentes a las concentraciones de

Pishuinco 20,1 +3,9 ug g" y Panguipulli 20 +4,1 ug g (Tabla 4)
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Tabla 4: Concentraciones promedio, desviacion estandar y rango de metales (Cr, Mn, Fe, Ni, Cu,
Zn, As y Pb) en trematodos por sitios de estudio y control. Los valores se expresan en
ng g Diferencias significativas a un nivel de 95% (P < 0.05)

Metal San Luis Celco Pishuinco Panguipulli Diferencias
N=97 N =43 N=37 N=150 significativas
Cr Promedio 3,8 4,8 3,2 4,0 Celco-San Luis
Des. Est. 2,7 3.2 1,6 2,1 Celco-Pishuinco
Min-max. 0,8 -15,5 1,5-21 0,9-38,1 1,2-10,6
Mn Promedio 25 28 20,1 20 Celco_-Panguipulli
Des. Est 13 10 3,9 4,1 Celco ~Pishuinco
o ’ ’ San Luis - Panguipulli
Min-max. 11,9-97 13,9-61 11,0 -30,7 14,3 -29 San Luis - Pishuinco
Fe Promedio 359,5 226,8 479,6 381,0 Celco-San Luis
Des. Est. 2144 102,8 3356 248,6 Celeo-Pishuinco
Celco- Panguipulli
Min-max. 90,1 —1206,7 80,9 —468,1 142,6 — 1636,4 66,1 -1127,4
Ni Promedio 2,2 3,3 2,0 2,1 Celco — Pishuino
Des. Est. 12 1,7 1,0 0,5 Celeo_Panguipulli
. Celco-San Luis
Min-max. 0,6-7,8 1,0-9,1 0,9-6,7 1,0-3,3
Cu Promedio 27,1 15,4 28,1 19,3 Celco- Panguipulli
Des. Est. 11,3 7,1 9,4 9,1 Celco-Pishuinco
) ) Celco-San Luis
Min-max. 6,6 — 66,5 7,5-372 12,7 — 46,7 6,6 — 56,8 San Luis - Panguipulli
San Luis — Pishuinco
Zn Promedio 331,3 267,8 361,9 324,1 Celco —Panguipulli
Des. Est. 1323 90,1 197,4 114,8 Celco-Pishuinco
) Celco- San Luis
Min-max. 114,4-8944  77,5-4583  1443-1013,4  171,5-632,4  san Luis - Panguipulli
San Luis - Pishuinco
As Promedio 9,4 4,9 11,3 1,6 Celco-Pishuinco
Des. Est. 11,8 4,4 7.1 0,7 Celco- San Luis
) ] San Luis - Panguipulli
Min-max. 0,59 -59,9 0,6 17,4 4,4 -36,2 0,5-4,0 San Luis - Pishuinco
Pb Promedio 4,9 3,0 1.5 2,0 Celco- Panguipulli
Celco-Pishuinco
Des. Est. >l 1.7 0.6 0.8 San Luis - Panguipulli
. i San Luis - Pishuinco
Min-max. 0,5-22 0,8-10,3 0,5-3,2 0,8-42

En el Fe la estacion Celco presentd 226,8 + 102 pg g”', que es hasta 2 veces mas bajo que las

concentraciones detectadas en Pishuinco 479,6 + 335,6 ug g, Panguipulli 381 +248,6 ugg”' y

San Luis con 359,5 + 214,4 ug g”'. Estos tltimos sitios no presentaron diferencias estadisticas de
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concentracion de Fe en sus parésitos (Tabla 4).

El Ni present6 las mayores concentraciones en Celco con 3,3 + 1,7 pg g, con pocas diferencias;
aunque significativas, con los trematodos de Pishuinco, Panguipulli y San Luis que presentaron
no mas de 2,2 pg g (Tabla 4).

El Cu presentd un rango de concentracion de metales que va entre 6,6 ug g' y 67 pg g”. La
concentracion mas baja corresponde a los parasitos de Celco 15,4 + 7,1 pug g” respecto de San
Luis, Panguipilli y Pishuinco, este ultimo con 28,1 + 9 pg g (Tabla 4).

Enel Zn las mayores concentraciones correspondieron al sitio control Pishuinco, 361,9 + 197
ng g que representa 1, 3 veces mas metal que el sitio con menor concentracion, Celco con 267,8
+90 pg g’ (Tabla 4).

En el As las concentraciones mas altas corresponden a Pishuinco 11,3 +7,1 pg g™,

7 veces mas altas que las concentraciones observadas en Panguipulli 1,6 + 0,7 pg g”, y de 2
veces mas altas que las encontradas en Celco 4,9 + 4,4 ug g’ (Tabla 4).

En el caso del Pb, los parasitos de San Luis con 4,9 + 5,1 ug g”', presentaron una concentracion
aproximada de 3 veces mas metal que las estaciones control Pishuinco 1,5 + 0,6 pg gy
Panguipulli 2,0 + 0,8 pg g (Tabla 4).

Se prepar6 un resumen de las concentraciones de los tejidos de B.australis (Tabla 5). Al
contrario de lo que ocurri6 en los trematodos, donde hubo diferencias en la acumulacion de
metales; en los 6rganos del hospedador no se presentaron diferencias significativas en la
concentracidon de metal por sitio de muestreo. Segun estos datos las concentraciones de Cr 'y
As fueron bajo del limite de deteccion en todos los 6rganos, salvo en pocos tejidos en la estacion
Celco (Cr) y San Luis (Cr). Lo mismo se observo para Pb en el tejido muscular, en las

estaciones control Pishuinco y Panguipulli, donde no se registro el metal.
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Tabla 5: Concentracién de metales of Cr, Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, As 'y Pb en diferentes tejidos
(intestino, higado y musculo) de B.australis. Los valores estan expresados en pg g de

Peso Seco.
Metal Tejido San Luis Celco Pishuinco Panguipulli
N=11 N=5 N=5 N=4
Cr Musculo 2,7+0 45+0 n.d n.d
Intestino 2,5+0 34+1 4240 n.d
Higado 7,2+ 13 0,5+0 n.d n.d
Mn Musculo 1,9+ 0,6 n.d n.d n.d
Intestino 42 £ 63 7,8 £6,9 19,5+ 10,5 4,6+0,5
Higado 8,4 +3,1 7,6 +2,1 4,8+0,9 4,9+24
Fe Misculo 30+8,5 19+7,5 17,6 +3,4 16 £3,2
Intestino 129 +58 115+73 188 £180 92 £26
Higado 375+123 259 + 85 206,5 + 58 371 £176
Ni Musculo 22+1,4 2,1+0,7 2,3+0,9 2,0+£0,5
Intestino 2,0+ 1,5 3,3+1,3 39+ 14 2,9+1,3
Higado 2,3+3,6 0,9+0,2 0,8+0,4 1,8+0,5
Cu Musculo 2,7+1,4 3,8+2,8 2,3+0,7 2,0+£0,5
Intestino 7,6+1,3 12 £12 8,0+£3,0 5,8+ 1,3
Higado 26 +24 28 £ 30 22,2+21 20 +£20
Zn Musculo 20+ 1,6 16 £5,1 13,7+£34 15+£3,5
Intestino 68 +15 69 £ 20 77 £33 69 £+ 12
Higado 76 £28 71 +12 63 £20,2 77 £ 45
As Musculo n.d n.d n.d n.d
Intestino n.d n.d n.d n.d
Higado n.d n.d n.d n.d
Pb Musculo 24+1 23+1,3 nd n.d
Intestino 29+1,9 44+1,5 3,612 2,607
Higado 1,5+1,5 0,9 + 0,02 0,8+0,2 2,60

n.d= no detectado
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5.6 COMPARACION DE LAS CONCETRACIONES DE METALES EN PARASITOS
VERSUS TEJIDOS DEL HOSPEDADOR PROVENIENTES DEL SANTUARIO DE

LA NATURALEZA Y SITIOS CONTROL

En este item, se presentan los resultados del célculo de los factores de bioconcentracion de los
metales en trematodos, respecto de las concentraciones presentes en los tejidos del hospedador.
También se incluyen datos de concentracion promedio y desviacion estandar tanto de parésitos
como hospederos para todos los sitios de muestreo y cada metal, comparandose las respectivas
concentraciones (Tabla 6).

En metales como el Cr y  As no fue posible calcular un factor pues se presentaron bajo los
limites de deteccion en los tejidos del pez, siendo solo detectados en los trematodos; similar
situacion se presento para Mn y Pb en el tejido muscular de los peces de Panguipulli.

La tendencia general encontrada fue que los pardsitos acumulan mas metal que el tejido
muscular del hospedador y solo en algunos metales como el Fe y Cu fue el tejido hepatico del
hospedador, el que acumuld mas metal que los parésitos. En el caso del Pb hubo pocas

diferencias con el tejido intestinal.
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Tabla 6: Factor de Bioconcentracién® calculado para los metales Cr, Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, As y Pb

en L. tolosai respecto de su hospedador B. australis con valores minimos y maximos.

Factor de Bioconcentracion

Metal Sitio Intestino Higado Musculo
Cr Celco 0,4—6,1 2,7-38 0,3—4,7
San Luis 0,8-15,5 0,7—13,5 0,3 -5,6
Pishuinco 02-1,9 N.C° N.C*
L.Panguipulli N.C N.C° N.C°
Mn Celco 3,5-15,1 1,7-74 N.C*
San Luis 1,0-7.8 1,2-95 7,2 -58
Pishuinco 0,7-1,9 2,5-17,1 N.C°
L.Panguipulli 55-112 43-86 N.C°
Fe Celco 0,9-5 0,3—-1,8 4,6-27
San Luis 0,8—11,1 0,2 3,1 3-414
Pishuinco 1,1 -13,2 0,8-9,2 7,9 -91
L.Panguipulli 0,8-12,8 0,2-4,1 4,5-177
Ni Celco 0,4-32 1,2-10,2 0,6-5
San Luis 0,3-3.,5 0,6—7,1 0,4-5
Pishuinco 0,2-0,8 1,5-5,0 0,5-1,5
L.Panguipulli 0,4-1,3 0,6-1,9 0,5-1,7
Cu Celco 0,9 4,1 0,2-1,1 2,3-11
San Luis 1,2-11,6 0,4—4,5 2,7-27
Pishuinco 1,8 6,6 0,8—2,8 4,9-18.1
L.Panguipulli 1,3-10,7 02-19 3,6 - 31
Zn Celco 1,2-7 1,1-63 43 -26
San Luis 1,8—13.8 1,612 7-57
Pishuinco 14,3 -23,0 2,6-18 9,8 - 69
L.Panguipulli 2,4-9,0 2,7-10 12 - 46
b b b
As Celco N.C N.C N.C
San Luis N.C* N.C* N.C*
Pishuinco N.C* N.C* N.C*
L.Panguipulli N.C° N.C° N.CP
Pb Celco 0,3-3.,5 1,1-14 0,4-6
San Luis 0,2-8.6 0,5-20 0,3-10
Pishuinco 0,1 -1,0 0,6 - 4,0 N.C°
L.Panguipulli 0,3-1,3 1,2-6 N.C°

a Factor de bioconcentracion calculado como:(Concentracion pasito/Concentracion ejido hospedador) b N calculado.
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Cr

La Fig. 15 muestra las concentraciones promedio y desviacion estandar del Cr en tejidos de

B. australis y L. tolosai por sitios de muestreo. El Cr fue detectado en los trematodos de todos
los sitios de muestreo a diferencia de los tejidos de los peces. En Panguipulli solo se detect6 el
metal en los trematodos, estando ausente ademas en el tejido hepatico y muscular de los peces de
Pishuinco.

Al comparar las concentraciones de Cr detectadas en parésitos que variaron entre 3,2 pg gy
4,8 ug g, con las detectadas en el tejido muscular de los peces de San Luis (2,7 pug g™)

y Celco (4,5 pg g"); el factor de bioconcentracion fue de 0,3 a 5,6 veces mas concentrado en el

trematodo que en el tejido del hospedador (Tabla 6).
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Fig. 15: Concentraciones promedio y desviacion estandar de Cr en tejidos de B. australis y L.
tolosai por sitios de muestreo.
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Los parésitos concentraron mas Cr que el tejido intestinal de los peces; en San Luis el intestino
presentd en promedio 2,5 pug gy el factor de bioconcentracion de 0,8 a 15,5 veces mas
concentrado en los trematodos. En el higado, el Cr solo fue detectado en los peces de San Luis
(7,2 + 13 pg gl y Celeo (0,5 pg g'); en este ultimo sitio las concentraciones fueron entre

2,2 — 37,7 mayores en el parasito que en el tejido del pez (Tabla 6).

Mn

El Mn fue detectado en todos los trematodos de los sitios estudiados, siendo San Luis y Celco los

sitios que presentaron las mas altas concentraciones (Fig. 16).
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Fig. 16: Concentraciones promedio y desviacion estandar de Mn en tejidos de B. australis y L.

tolosai por sitios de muestreo.



47

En el tejido muscular el Mn fue comprobado s6lo en los peces de San Luis (1,9 £ 0,6 pug g™),
estando bajo el limite de deteccion en el resto de los sitios. El factor de bioconcetracion fue entre
7 - 58 veces mas concentrado en los parasitos que en el hospedador. Si se compara con el tejido
intestinal, los trematodos concentran hasta 15 veces mas metal que los peces (Tabla 6). En San
Luis se encontré la mayor variabilidad de las concentraciones de Mn comprobadas en los
intestinos 42 + 63 ug g'l.

En el tejido hepatico no se observaron diferencias entre sitios y en todos los casos los trematodos
concentran mas Mn que el tejido del pez, como sucede en San Luis donde el factor de
bioconcentracion de los trematodos alcanzo 1,2 a 9,5 veces mas que en el tejido del pez (Tabla
6).

Fe

En el Fe, los parasitos bioacumulan mas metal que el tejido muscular e intestinal de los peces y
presentan niveles similares del metal que el detectado en el tejido hepatico (Fig. 17).

Los trematodos bioconcentran mas Fe que el tejido muscular de los peces en todos los sitios. En
Celco los parasitos bioconcetran un factor de 4,6 a 27 veces mas metal respecto del tejido
muscular que en promedio presentd 19 + 7,5 pg g”'. Las mayores diferencias se establecen con el
tejido muscular de los peces de Pishuinco, donde los trematodos bioconcentran entre 8 y 91
veces mas metal que el tejido muscular (Tabla 6), que presento 17,6 £ 3,4 pg g"'en promedio.
Cuando comparamos las concentraciones de los trematodos con el tejido intestinal, los parasitos
acumulan mas metal que el hospedador. En Celco los trematodos bioconcentran hasta 5 veces
més metal que el intestino del pez con 115 + 73 pg . En el resto de los sitios los trematodos
llegan a bioconcentrar hasta 13 veces mas que el intestino de los peces. (Tabla 6). En

comparacion con el tejido hepatico las diferencias son discretas. En San Luis los trematodos
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bioconcentran entre 0,8-9,2 veces mas Fe que el higado de los peces que en promedio

presentaron 375 + 123 pug g (Tabla 6).
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Fig. 17: Concentraciones promedio y desviacion estandar de Fe en tejidos de B. australis y L.

tolosai por sitios de muestreo.

Cu

La Fig. 18 muestra las concentraciones promedio y desviacion estdndar de Cu en tejidos de

B. australis y L. tolosai. Los parasitos concentraron mas Cu que el tejido muscular de los peces
en todos los sitios. Las mayores diferencias las encontramos en Panguipulli y Pishuinco donde

los trematodos bioconcentraron entre 18 a 31 veces mas metal que los tejidos musculares del

hospedador (Tabla 6).
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Fig. 18: Concentraciones promedio y desviacion estandar de Cu en tejidos de B. australis y L.

tolosai por sitios de muestreo.

En comparacion con el tejido intestinal los trematodos bioconcentraron mas Cu que los peces. En
Celco los parésitos presentaron un factor entre 0,9 - 4,1 mas que el hospedador con 12 £ 12 pg
g'1 y de 1,2 — 11,6 mas concentrado en los parasitos de San Luis, donde los intestinos

de los peces presentaron 7,1 + 1,3 pg g” (Tabla 6).

Las menores diferencias se presentan al comparar las concentraciones detectadas en los

trematodos con el tejido hepatico del pez. En San Luis se presentan las mayores diferencias con
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un factor de 0,4 — 4,5 mas concentrado en los parasitos que en el higado de los peces que

presentaron en promedio 76 + 28 pg g”' en San Luis (Tabla 6).

Ni

La Fig. 19 muestra las concentraciones promedio y desviacion estandar de Ni en tejidos de B.
australis y L. tolosai . En este metal los trematodos presentaron niveles similares a lo detectado
en los tejidos del hospedador, presentandose diferencias muy discretas. Respecto al tejido
muscular, las mayores diferencias se dan en Celco, donde los trematodos bioconcentraron entre

0,6 y 5 veces mas que el pez que en promedio present6 2,1 £0,7 pg g (Tabla 6).
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Fig. 19: Concentraciones promedio y desviacion estandar de Ni en tejidos de B. australis y L.
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tolosai por sitios de muestreo.

Al comprar con el tejido intestinal, los trematodos concentraron niveles de Ni muy similares al
hospedador, incluso en Pishuinco fueron mayores en el tejido del pez que en el parasito, lo cual
explica el factor de bioconcentracion presentado por los parasitos con rangos que van entre 0,2 -
0,8 para este sitio (Tabla 6).

Al comparar con el tejido hepatico, las mayores diferencias se encuentran en Celco y Pishuinco
donde el tejido del pez concentré no mas de 0,9 £0,2 pg g, y el trematodo hasta 10 veces mas

que el hospedador (Tabla 6).

Zn

Respecto al Zn, los parasitos concentraron mas metal que todos los tejidos del hospedador, en
todos los sitios de muestreo (Fig. 20). Las menores concentraciones de Zn fueron en Celco.

Entre el tejido intestinal y hepatico del hospedador no hubo diferencias significativas de
concentracion.

Respecto del tejido muscular, los trematodos bioconcentraron entre 9,8 y 69 veces mas que los
peces en Pishuinco, en este sitio la concentraciones del hospedador en el tejido muscular fueron
de 13,7+3,4 ugg’, mientras que el trematodo concentrd 362 + 197 ug g™,

En Pishuinco se detectd el mayor factor de bioconcentracion respecto al tejido intestinal de los
peces, entre 14- 23 veces mas que el pez que en promedio presentd 77 = 33 ug g'l.

A nivel del tejido hepatico, las mayores diferencias también se dieron en Pishuinco donde los

trematodos concentraron entre 2,6 y 18 veces mas metal que los peces.
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Fig. 20: Concentraciones promedio y desviacion estandar de Zn en tejidos de B. australis y

L.tolosai por sitios de muestreo.

Pb

La Fig. 21 muestra las distribuciones de Pb en los parasitos y tejidos de B australis. A nivel
muscular el Pb fue detectado solo en los peces de San Luis y Celco. En San Luis las diferencias
entre el trematodo y el tejido muscular del hospedador fueron de hasta 10 veces mas concentradas

en el trematodo.
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Fig. 21: Concentraciones promedio y desviacion estandar de Pb en tejidos de B. australis y L.
tolosai por sitios de muestreo.

En comparacion con el tejido intestinal, en todos los sitios las concentraciones fueron similares a
las comprobadas en los trematodos, lo cual explica los discretos factores de bioconcentracion
presentados por los trematodos respecto del tejido intestinal del pez. Las mayores diferencias se
presentan en San Luis donde los trematodos registran entre 0,2 a 8,6 veces mas metal que el
intestino del pez (2,9 + 1,9 pg g™).

Respecto del higado las mayores diferencias de concentracion también estan en San Luis donde
los trematodos concentraron hasta 20 veces mas Pb que el tejido hepatico del pez con un

promedio de 1,5+ 1,5 pg g™



54

As

Las concentraciones de este metal fueron bajo los limites de deteccion para TXRF en todos los
tejidos de los peces (Fig. 22). En los trematodos las menores concentraciones se presentaron en
Panguipulli, seguido de Celco donde fueron significativamente mas bajos que San Luis y

Pishuinco.
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Fig. 22: Concentraciones promedio y desviacion estandar de As en tejidos de B. australis y L.

tolosai por sitios de muestreo.
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6 DISCUSION
6.1 RELACION ENTRE PESO SECO DE TREMATODOS Y LA CONCENTRACION

DE METALES DETECTADAS EN SUS ORGANISMOS

En el presente estudio se observd en general, una asociacion entre el aumento de la masa corporal
de L. tolosai y la disminucion de la concentracion de metales como el Cr, Ni, Zn y Pb. Sin
embargo, esta relacion no fue evidente para el Fe, Cu y As donde no hubo un patrén que
relacionara el peso del animal con las concentraciones de metales.

Existen pocos estudios que proporcionen informacion sobre la relacion tamafio — concentracion
de metales en endoparasitos de peces. En Latinoamérica, un trabajo sobre el cestodo D. latum
en el Lago Rinihue, Chile (Woelfl et al., 2008), constatd, que las concentraciones de Mn, Fe, Ni
Cu y Pb disminuian significativamente a medida que aumentaba la masa corporal del parasito.
En el cestodo Bothriocephalus acheilognathi, en un estudio realizado en 12 ejemplares de la
especie, se determind que los niveles de Selenio en proglotidas gravidas contenia mayor
concentracion de metal que los segmentos no gravidos, los cuales son de menor tamafio (Riggs
et al., 1987). Estableciendo una asociacion entre tamafio del segmento y concentracion de
selenio.

A nivel de trematodos, Fasciola hepatica presente en bovinos, se establecidé una relacion
hiperbolica entre los niveles de Pb y el peso del pardsito, encontrandose que las mayores
concentraciones de este metal estaban en los parasitos de mayor peso (Sures et al., 1998).

En los estudios mencionados precedentemente, la mayor aptitud de concentrar metales se
relaciona tanto con el tiempo de exposicion de los parasitos, como con la mayor superficie

expuesta que ofrecen los individuos adultos y gravidos, caracterizados por la presencia de
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huevos en sus tteros. Sin embargo, esto no explicaria las tendencias seguidas por los trematodos
estudiados en el presente trabajo, donde la concentracion de metales como el Cr y Pb tienden a
ser acumulados significativamente por individuos de menor peso seco. Sin que existan
planteamientos previos que expliquen las razones de dicho comportamiento en parasitos.
6.2 CONCENTRACION DE METALES DETECTADOS EN TREMATODOS

Los metales que presentaron mayores concentraciones en L. tolosai fueron Fe, Zn, Mn'y
Cu; y los que estaban representados en mas baja proporcion fueron el As, Cr, Pb y Ni. Este
patron es similar a lo mencionado en otros endoparasitos como plerocercoides de D. latum con
mayores concentraciones de Zn; Fe; Niy Mn (Woelfl et al., 2008). De igual modo en un trabajo
realizado en plerocercoides de Ligula intestinalis, endoparasito del pez Tinca tinca en el Lago
Kovada en Turquia; se presentd una relacion de abundancia de metales similar al descrito
precedentemente: Fe; Cu; Zny Mn (Selda e Ismael, 2005). Thielen et al., en 2004, reporto en el
acantocéfalo Pomphorhymchus laevis en el Rio Danubio un interesante patron de acumulacion el
Pb> Cu>Zn>Mn>Fe donde destacan los niveles de Pb por sobre los metales de reconocida
importancia biologica. La capacidad de acumular Pb en Pomphorhymchus laevis (hasta 2700
veces mas que el hospedador) ha sido ampliamente descrita (Sures et al., 1994; Siddall y Sures,
1998; Sures y Siddall, 1999). De igual forma, se determinaron concentraciones en ug/g de Pb en
el acantocéfalo Acanthocephalus anguillae que resultaron 200 veces mas altas que las del higado
del hospedador Leuciscus cephalus (Galli et al., 1998).
A diferencia de estos reportes, en el presente trabajo, las concentraciones de Pb, fueron muy
bajas, como asi también las determinadas en el Cr y As. Sin embargo, debe destacarse que los
trematodos acumularon mas metales, que los detectados en el ambiente y en el hospedador,

evidenciando asi, su mayor sensibilidad.
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Por otra parte, en cuanto a los altos niveles de oligoelementos como Fe, Cu y Mn detectados en
los trematodos, podrian explicarse en funcion de la oferta existente en el hospedador, puesto que
existe una prevalencia en la acumulacion de metales como el Fe en peces, la cual ha sido
explicada por el rol fisiolégico como metal traza a nivel del reticulo endoplasmatico de células
para la elaboraciéon de ferritinina y su importancia en la composicion de hemoglobina y
mioglobina de peces (Sures y Siddall, 1999). También se sabe que metales como el Zn y el Cu
son esenciales, y requeridos por los sistemas bioldogicos como componentes estructurales y
cataliticos de proteinas y enzimas; asi como, cofactores esenciales para el crecimiento y el
desarrollo normal de los organismos, cuya asimilacion implica la formacion de complejos con

sustancias organicas las cuales no son facilmente excretadas (Scelzo, 1997).

6.3 COMPARACION DE CONCENTRACION DE METALES ENTRE SITIOS A
PARTIR DE CONCENTRACIONES DETECTADAS EN TREMATODOS Y
CONCENTRACIOES DETECTADAS EN EL HOSPEDADOR.

Este es el primer trabajo con trematodos endémicos en el que se pone a prueba el supuesto de que
los parasitos son capaces de evidenciar diferencias de concentracién en sitios con diferentes
grados de contaminacion.

Si solamente se consideran las concentraciones encontradas en los tejidos de B australis,
destaca la inexistencia de diferencias de concentracion entre los sitios estudiados; sin embargo, si
se atiende a los niveles de metal registrados en los trematodos existirian diferencias significativas
en todos los metales entre sitios de estudio. Aun cuando estas diferencias son discretas,
resultaron estadisticamente significativas.

Panguipulli, resultd con las menores concentraciones de metales lo que no sorprende por su
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condicion de ambiente oligotréfico y poco expuesto a contaminacion industrial. Pishuinco en
varios casos presentd las mismas concentraciones que San Luis y mas altas que las presentadas
por Celco, aun cuando tradicionalmente es considerado como un lugar poco intervenido. Sin
embargo, lo importante es que en este sitio los trematodos fueron mas sensibles en la
acumulacion de metales respecto del hospedador y el ambiente; independiente a que Pishuinco
no haya sido un buen control, el parésito se mantendria como un potencial bioindicador.

Respecto a los sitios de estudio, se esperaba que los parasitos de los peces del sector Celco
presentaran concentraciones mayores a los sitios control y San Luis; sin embargo, en la mayoria
de los casos son los trematodos de San Luis los que presentan las mayores concentraciones. Para
la mayoria de los metales de relevancia biologica, las concentraciones de Celco son mas cercanas
a Panguipulli, incluso en el Fe las concentraciones de metal son mas bajas en Celco que en este
sitio control.

Una posible causa para entender las diferencias en las concentraciones detectadas en los
trematodos de Celco podria relacionarse con el sexo de los hospederos, que en este sitio fueron
en su totalidad hembras. En peces, las diferencias de concentracion de metales a partir del
sexo, se explican por las diferencias en el tamafo de los ejemplares macho y hembra,
diferencias en el tipo de dieta y la estacion de captura de los individuos (Kargin, 1996;Yilmaz,
2003). Sin embargo, en este trabajo, a nivel de los peces no se encontraron diferencias de
concentraciones de metal y respecto a la alimentacion, debemos precisar que en estadios adultos
B. australis es omnivoro, eminentemente filtrador basando su alimentacidn, en estadios larvales
de insectos y detritus organico (Urzua et al., 1977); no hay evidencia de migraciones tréficas
diferenciales de B. australis como tampoco que las hembras preden sobre items alimentarios

distintos a los desarrollados por los machos. De este modo, el sexo del hospedador o la dieta no
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constituirian una explicacion determinante, de las diferencias de concentracion de metales en los
trematodos de estos sitios.

Otra razdn que podria explicar las diferencias de concentracion entre sitios seria el tamafo de
los parésitos, pues los trematodos de Celco son los mas pequefios en este estudio, lo que podria
incidir en los montos detectados en el sitio ya que uno de los resultados de esta investigacion fue
que las tallas inferiores bioacumulan mas Cr, Ni Zn y Pb, los dos primeros con concentraciones
significativamente mayores en Celco que el resto de los sitios. Sin embargo, no hay elementos
que permitan ser concluyentes en este sentido.

Finalmente, estos resultados podrian atribuirse al hecho que San Luis esta ubicado en la
zona de Humedal Carlos Anwandter y constituye un ambiente de depositacion de materiales lo
que podria redundar en una mayor biodisponiblidad de los metales. Segun los resultados del
estudio del ano 2005, el impacto provocado por Celco se produce aguas abajo del emisario de la
planta, y el sitio de muestreo de nuestro trabajo fue 100 mt. arriba del emisario lo cual podria
explicar las concentraciones promedio de Fe, Cu y Zn que fueron significativamente mas bajas
en Celco que en San Luis, atin cuando estas diferencias no sobrepasan el factor de 3 veces mas
concentrado. A la luz de estos antecedentes, seria comprensible que los parésitos aislados en
Celco presenten menos concentracion que los parasitos de San Luis.

Por otra parte la mayor dificultad en la discusion de estos datos es que el hospedador es un
organismo movil; B. australis ha sido descrito como un pez Epihidrociclo, por tener areas de
reproduccion y tréficas en el rio, con migraciones al mar (Urzua et al., 1977). En este sentido,
podria objetarse que las mayores o menores concentraciones de metal, sean el resultado de la
exposicion a un sitio puntual. Este puede mencionarse como una falencia en el uso de estos

bioindicadores al interior de una misma cuenca, planteando la inquietud de realizar futuras
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investigaciones que comparen sitios poco contaminados propios de ambientes de la zona sur de
Chile, con otros fuertemente impactados de la zona Central como el embalse Rapel caracterizado

por tener una fuerte eutrofizacion (Woelfl et al., 2003).

6.4 CONCENTRACION PARASITO/ TEJIDOS PEZ

Si comparamos los resultados presentados en esta tesis, con estudios realizados en parasitos
acantocéfalos y cestodos, las diferencias en la acumulacion de metales entre el parasito y su
hospedador son mas bien discretas aunque significativas. En el cestodo Ligula intestinales, se ha
reportado una gran eficiencia en la concentracion de metales respecto del hospedador,
acumulando 243 veces mas Fe; 46 veces mas Cu, 248 veces mas Zn, que el higado del pez
(Selda, 2005), mientras que en nuestro estudio los intervalos antes mencionados no sobrepasan en
los casos extremos del factor de 69 veces mas Zn y 58 veces mas Mn que el higado del
hospedador. De igual modo, en Pomphorhinchus laevis se han informado concentraciones de
Pb entre 2700 - 280 veces mas que el hospedero (Sures et al., 2003). La concentracion media de
Pb en Monobothrium wageneri  fue 75 veces mayor que las encontradas en el mtsculo del
hospedador Tinca tinca (Sures et al., 1997).

Comparativamente estas cifras estdn muy por encima de los resultados de la presente
investigacion, de lo anterior surge la interrogante, de que si las discretas diferencias encontradas
en este estudio se relacionan con diferencias en la sensibilidad de bioacumulacion del trematodo
respecto de otros parédsitos como acantocéfalos y cestodos; o estos valores se relacionan mas
bien con la condicién de poco contaminada que poseen nuestros sitios de estudio. Al respecto, en
el Lago Rinihue, (Woelfl et al., 2008) las concentraciones de metales fueron muy similares a las

detectadas en nuestra investigacion, de igual forma las concentraciones detectadas en el cestodo
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D. latum versus las concentraciones detectadas en el intestino de su hospedador concuerdan con
las magnitudes encontradas en nuestro estudio. Incluso en casos como en Zn; L. tolosai
concentr6 entre 2 a 23 veces mas metal que el intestino del hospedador. En este mismo estudio
las concentraciones de Pb detectadas en el agua fueron del orden de 2,5 pg/L, muy similares al
promedio de las estaciones de nuestra investigacion con 3 ug/L; bajo estas condiciones, el
parasito D. latum acumuld en promedio 19 + 3 pg/g, mientras que L. tolosai concentr6 4,9 + 5,1
ug/g de Pb en el sitio que presentd las mayores concentraciones, San Luis. De este modo los
valores obtenidos, podrian sugerir que las concentraciones detectadas en trematodos son el
producto de las bajas concentraciones presentes en los sitios de muestreo, sin embargo, también
es relevante considerar las diferencias que presentan cestodos, acantocéfalos y trematodos
respecto de sus sistemas digestivos. En los dos primeros grupos absorben los nutrientes ya
digeridos por el hospedador a través del tegumento corporal, muy fino, lo cual les confiere una
especializacion de absorcion por todo el cuerpo lo que podria explicar la mayor capacidad de
incorporar una mayor cantidad de metales; mientras que los trematodos poseen un sistema
digestivo habitualmente incompleto, ingiriendo nutrientes, principalmente por la boca y en menor
grado por el tegumento. De este modo, se hace necesario contar con mayores antecedentes sobre
la fisiologia del parasito y de las relaciones hospedero — ambiente —parésito para dar una
respuesta cabal sobre las razones que explican las diferencias de concentracién de metales entre

sitios de muestreo.
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7 CONCLUSIONES

Se acepta la hipotesis que el parasito intestinal L. tolosai, concentra una mayor cantidad
de metales que los tejidos muscular e intestinal de B. australis excepto para el Fe, que a
nivel de los tejidos hepaticos no presenta diferencias significativas con el parasito. Sin
embargo, los factores de bioconcetracion respecto de los tejidos del hospedador fueron
discretos en comparacion a lo observado en cestodos y acantocéfalos.

Existe una relacion entre la masa corporal de los trematodos y los niveles de metales que
son capaces de bioconcentrar, especialmente Cr, Ni, Zn y Pb.

Existen diferencias en la concentracion de metales entre parasitos aislados en el Santuario
de la Naturaleza Carlos Anwandter y los Sitios Control atin cuando estas diferencias son
muy discretas. Por esta razon, es de importancia realizar estudios en ambientes
severamente contaminados con metales y sitios no expuestos, para evaluar la existencia

de diferencias mas reveladoras.
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9 ANEXOS

Tabla anexo 1: Carrier de muestras con datos de concentracion de metales en trematodos
no considerados en las evaluaciones estadisticas

Muestra Sitio Carrier Metal eliminado
3A San Luis 144 Cr
420 Ni
4A San Luis 264 Fe
441 Fe
490 Fe
318 Fe
S5A San Luis 297 Cr
6A San Luis 271 Cr, Mn, Ni
281 Mn
439 Mn
426 Mn
614 Mn
TA San Luis 300 Cr, Ni
15 Cr
8A San Luis 382 Ni
9A San Luis 200 Cr, Mn, Fe, Ni,
Cu, Zn, As,
290 Cr, Mn, Fe, Ni,
Cu, Zn, As,
374 Cr, Mn, Fe, Ni,
Cu, Zn, As,
780 Cr, Mn, Fe, Ni,
Cu, Zn, As,
32 Cr, Mn, Fe, Ni,
Cu, Zn, As,

10 A San Luis &0 Cr




Tabla anexo 2: Concentraciones de Metales Pesados As, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb y Zn en (ug/g) por estaciones de muestreo en tejidos de Basilichtys australis.
n.d : No detectado

Site Peso | Lon s As Cr Cu Fe Mn Ni Pb Zn
(&) (gén.) MR M H I M H I M H I M H |1 M | H I M | H T M | H T M H
(8]
Celco H | nd | nd | nd 89,5 | 243 | 22 1.8 35 0,7 | 64,6 | 145 | 594
465 34 nd | nd | nd 10 | 327 | 347 9 4 1| 428 | nd | 631 ] 42 4| 086 8 | nd 6 3 5 2
Celco H | nd | nd | nd 110, | 289 | 17 1,6 43 | 07 22,1 | 60,6
325 | 31,3 nd | 450 | nd 84 | 419 8,7 3 2| 4| 400 | nd | 666 5 2| 058 | nd 5 2| 103 1 5
Celco H | nd | nd | nd 56,1 | 925 | 37 1,6 16 | 08| 499 | 839 | 789
510 | 354 419 | nd | nd 25 | 126 | 116 7 9| 4| 407 | nd | 942 | 28 0| 1,09 | nd 6 9 8 4 6
Celco H | nd | nd | nd 79,2 26 32 19 | 06| 71,0 | 182 | 724
350 | 317 nd | nd 055 | 74 | 862 | 716 4| 169 | 6] 393 |nd | 833 | 18 4| 089 | nd 4 5 7 8 1
Celco H | nd | nd | nd 174 | 41 11,7 22 23 | 15 58,7 | 17.8 | 87,1
360 | 334 273 | nd | nd 33 | 291 | 1025 | 241 9| 5| 935 | nd 3] 25 3] 090 6 1| nd 1 9 3
S.Luis nd | nd | nd 396 | 38 | 212 33 72 08 | 582 | 172 | 687
450 | 335 | H nd | nd Lis | 77 | 227 | 665 | 139 4| 2 9 | nd | 557 67 4| 123 9 | nd 1 4 5 1
S Luis nd | nd | nd 412 | 42 | 124 10,6 32 | 2,03 10 | 650 | 720 | 942
290 | 30| H nd | nd 165 | 47 | 338 | 1331 | 104 3| 4 3 | nd 7 | nd 2 5| nd | nd 7 4 9 2
S Luis nd | nd | nd 258 | 14 13 1,0 0,4 158 | 551
20| 31| H nd | nd | nd 76 | nd | 1351 | 138 3] 6] 566 6] 623 14 0] 055 | nd | nd 51 110 1 8
S Luis nd | nd | nd 32,0 164 | 53 24 | 107 13 | 131 57 736 | 131
166 | 255 | M nd | nd 8| 49 | 135 | 31,95 | 133 4] 4| 632 6 5 4 8 2 | nd | nd 5 7 4| 128
S Luis nd | nd | nd 285 | 36 | 665 15 LI | 632 | 145 | 444
430 | 344 | H nd | nd 054 | 11| 589 | 19,84 90 2| 4 8 | nd | 413 22 9| 09 | nd | nd 6 2 6 8
S Luis nd | nd | nd 454 | 48 | 599 | 12| 102 14 1,6 09 | 562 | 198 | 80,1
305 | 325 | H nd | 277 | 1,07 ] 69| 340 | 1491 | 108 7] 8 8 5 4| 23 2| 1,66 7 | nd 1 1 5 9
S Luis nd | nd | nd 879 | 383 | 38 11,7 59 16 | 14| 803 | 162 | 975
261 | 328 | M 248 | nd | nd 46 | 291 | 21,60 5 9| 6] 342 | nd 2| 19 4| 089 | nd 5 4 0 1 1
S Luis nd | nd | nd 245 | 49 11,4 17 23 09 | 744
370 | 342 | M nd | nd | nd 4 | 223 | 3248 | 226 s| 2] 334 | nd 3| 16 6| 1,60 2 | nd 7 8 | 137 | 1038
S Luis nd | nd | nd 30,0 | 43 2,5 2,9 20 | 36| 09| 485 | 122 | 613
390 | 34| H nd | nd | nd 79 | 211 | 1125 | 165 5 1| 182 9| 869 | 22 4| 083 9 4 3 0 4 4
S Luis nd | nd | nd 650 | 192 | 29 16 | 102 12 27 | 21| 17| 673 | 13,0 | 730
260 | 295 | M nd | nd | nd 58 | 1,01 | 20,51 5 9| o] 165 6 0| nd 4| 092 3 9 9 9 3 1
S Luis nd | nd | nd 745 | 291 | 18 038 50 31| 640 | 17,7 | 332
385 35 | H nd | nd | nd 49 | 265 | 558 2 70 4| 455 | nd | 285 | 35 9 | 1,10 5 | nd 1 0 1 7
Pis nd | nd | nd 17,9 | 30 | 33,7 16 338 0,6 17,5 | 974
170 | 26 | M nd | nd | nd 13 | 2,58 | 59,14 | 140 s| 2 6 | nd | 65| 55 1] 1,5 4 | nd 3] 127 6 5
Pis nd | nd | nd 76,7 | 183 | 17 33 2,5 0,7 | 88,6 | 159 | 504
20 | 285 | H nd | nd | nd 7,1 | 267 | 10,10 8 30 7] 830 | nd | 434 4 5| 054 7 | nd 9 1 6 1
Pis nd | nd | nd 92,9 | 140 | 17 | 127 08 | 70,6 | 147 | 564
200 27| H nd | nd | nd s | 1,56 | 7,00 2 3| 7 6| nd | 419] 29 |nd | 065|nd | nd 7 2 4 1
Pis nd | nd | nd 22,6 | 21 | 158 2,6 2.8 05 | 60,1 | 949 | 47,1
310 | 31| H nd | nd | nd 61 | 326 | 21,65 | 124 s| 9 2 | nd | 419 5 9| 093 3 | nd 9 5 5 5
Pis nd | nd | nd 149 | 15 | 268 16 53 12| 392 10,7 | 643
215 29 | H 425 | nd | nd 91 | 1,62 | 1650 | 507 1 5 7 | nd | 509 | 21 2| 059 2 | nd 4 0 4 3
Pan nd | nd | nd 709 | 208 | 26 nd 2,6 26 | 752 59,0
286 | 335 | H nd | nd | nd 53 | 1,94 | 54,00 1 3] 6| nd 471 | 26 0] 225|nd | nd 7 7 15 3
Pan nd | nd | nd 41| 19 nd 16 3,1 53,7 41,1
269 | 295 | H nd | nd | nd 53 | nd | 2136 | 692 9 1| 226 3,13 | 15 8 | 230 6| nd | nd 4| 11,9 1
Pan n.d n.d n.d 44 n.d 2,1 0,7 80,3 12,7 66,7
301 29 | M nd | nd | nd 45 | 115 | 594 | 104 150 3] 293 337 | 47 2] 120 | nd | nd 0 1 1 7




Tabla anexo 3: Concentraciones de Metales Pesados As, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb en (ug/g P.S.) por estaciones de muestreo en trematodo. (P.S.: Peso Seco)

n.d: No detectado

76

N° muestra Zn
State Pez P.S. (ug) As Cr Cu Fe Mn Ni Pb

Celco 17 8,71 n.d n.d 11,45 88 45,12 3,33 n.d 213
17 7,54 n.d 3,44 12,20 154 38,31 2,92 2,78 330

17 2,51 n.d 21,07 24,26 412 48,12 8,75 10,34 424

17 11,15 n.d 4,66 20,09 198 21,44 2,24 2,42 150

17 8,30 n.d 6,02 9,64 138 27,00 4,10 2,77 277

17 12,15 2,22 3,29 9,38 183 26,74 2,80 2,05 426

17 5,95 n.d 9,91 13,44 196 39,99 4,37 3,36 310

17 5,87 n.d 5,96 22,50 221 55,90 2,90 4,60 397

17 3,60 4,99 8,87 18,87 431 61,32 9,16 n.d 458

17 10,14 1,77 4,93 11,04 98 20,11 3,25 2,66 229

17 14,67 n.d 2,65 8,32 81 24,41 1,64 1,29 183

17 4,11 n.d 8,52 19,48 253 54,30 5,60 6,33 425

17 9,64 n.d 4,25 13,49 148 26,14 3,94 2,69 321

17 11,32 3,09 4,94 13,70 162 20,68 2,12 2,20 296

17 9,39 n.d 4,68 10,33 112 18,54 2,02 n.d 204

17 10,48 3,14 5,82 12,03 207 31,40 1,72 2,09 339

18 9,14 10,39 591 18,72 189 25,94 3,83 3,17 319

18 18,52 13,11 1,56 11,88 300 20,78 1,62 n.d 257

18 10,90 11,38 4,86 10,19 282 22,39 2,20 1,92 249
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18

18

18

18

18

18

18

18

18

19

20

20

21

21

21

21

21

21

21

21

5,45
10,39
9,16
15,84
8,47
10,90
9,89
9,72
11,15
9,16
16,87
13,15
7,53
9,56
4,86
9,39
11,15
8,38
11,15

20,95

8,44
5,00
nd
2,65
n.d
6,24

n.d

3,58

10,67
11,81
8,08
9,10

13,37

29,63
25,22
37,23
25,78
21,89
15,39
66,83

15,03

231

233

103

196

197

741

256

145

293

262

468

468

298

343

327

137

443

175

163

151

29,18
28,29
24,87
23,99
29,65
24,50
22,95
25,20
21,98
27,98
27,57
27,57
24,96
26,48
34,35
19,71
22,07
22,79
17,94

13,94

4,61
1,74
2,33
1,95
2,60

2,98

5,32
n.d
n.d
n.d

3,78

2,56
n.d
n.d

2,87
n.d
n.d
n.d
n.d

2,51

431
n.d

3,31
n.d

n.d

390

224

257

222

424

227

228

221

188

283

348

348

253

191

260

166

274

213

156

78




Continuacion Tabla anexo 3

N° muestra Zn
State Pez P.S. (ng) As Cr Cu Fe Mn Ni Pb
21 10,48 n.d nd 27,20 165 23,96 239 2,09 227
21 11,48 n.d n.d 18,72 208 22,38 2,26 nd 227
21 11,15 1,97 n.d 24,67 229 17,85 3,14 nd 171
21 8,05 n.d 4,59 22,74 183 21,00 2,36 1,98 137
San Luis 1 11,03 6,80 7,25 40,62 219 23,30 4,26 12,51 348
1 11,44 10,49 5,42 16,43 330 19,32 3,58 9,97 263
1 20,00 4,15 11,35 35,95 171 24,15 2,70 11,75 282
1 12,10 6,28 4,71 25,79 206 20,50 3,06 7,94 306
1 11,11 4,05 9,63 36,36 209 26,01 4,59 15,12 411
1 9,79 7,15 9,80 38,19 297 31,55 4,59 15,42 396
1 15,23 7,62 4,47 17,01 321 13,33 2,04 5,12 185
1 4,20 3,57 15,49 32,40 373 25,02 7,86 19,30 541
1 9,63 4,88 8,31 32,30 259 28,35 3,95 11,42 345
1 7,41 8,51 7,29 47,39 281 40,77 5,94 13,23 399
1 15,80 5,32 10,70 33,16 298 41,70 3,35 11,64 298
1 15,97 6,51 4,51 33,38 116 26,49 2,57 8,83 325

1 13,15 10,49 n.d 20,93 338 26,43 3,89 5,16 268
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11,79
17,86
13,04
9,55
14,99
11,67
9,32
9,06
16,69
12,23
8,91
12,15
21,40
9,64
18,47
14,26
9,24
19,93
27,94

30,38

4,65
4,82
4,06
4,50
427
3,51
9,23
21,20
4,79
1,39
6,96
11,69
5,49
1,35
2,22
10,31
5,09
4,62
4,03

45,10

n.d
3,08
n.d
6,70
3,94
3,00
3,76
3,42
7,07
2,53
6,28
2,39
n.d
2,39
1,79
3,30
n.d
3,76
n.d

2,73

25,10
17,02
25,68
14,98
18,08
36,09
30,16
44,39
49,38
16,27
4545
33,33
17,90
33,19
41,04
52,88
52,95
41,50
21,81

24,79

152

156

239

294

177

183

324

1207

360

90

409

342

176

104

211

497

468

327

326

1838

21,44
34,94
29,98
25,03
32,43
29,83
31,13
59,19
22,53
11,94
27,72
37,53
20,30
33,92
23,33
48,67
50,89
27,35
20,35

16,13

3,75
2,58
2,61
3,35
1,80
2,66
2,79
1,66
1,68
1,47
n.d
1,81
2,89
4,36
3,14
307,76
5,31
3,61
4,38

1,25

6,65

7,00
9,74
9,95

22,02
9,94
11,81
7,51

9,89
4,90
16,50
4,69
5,33

10,17
9,69
16,20
11,69
9,38
6,22

n.d

270

294

365

227

329

361

516

234

368

184

254

118

268

596

578

894

843

503

499

230




Continuacion Tabla anexo 3

80

N° muestra Zn
State Pez P.S. (ng) As Cr Cu Fe Mn Ni Pb
San Luis 4 15,65 59,95 4,86 39,88 2495 19,81 2,94 2,49 219
4 25,16 28,21 0,79 20,35 372 12,36 0,68 1,23 395
4 19,95 50,88 3,66 28,22 1623 17,74 2,36 1,85 314
4 21,61 35,69 2,18 26,34 232 18,93 1,25 1,20 324
4 20,94 42,83 3,49 27,22 845 21,20 2,10 2,15 278
4 25,30 53,88 n.d 31,49 2926 15,60 2,51 n.d 325
4 22,35 34,00 5,64 36,87 470 21,21 1,70 2,60 389
4 19,29 30,49 7,62 32,30 431 23,33 1,87 2,59 189
5 30,29 4,36 n.d 33,34 240 19,99 1,90 n.d 280
5 23,26 3,01 2,06 44,37 293 44,92 1,89 1,42 219
5 21,44 3,87 2,01 20,71 227 21,55 1,54 1,17 204
5 20,61 7,03 2,33 22,56 495 21,69 1,55 1,99 324
5 23,34 9,00 7,20 28,53 615 27,37 1,37 2,78 294
5 24,83 5,72 4,67 12,60 341 17,15 1,21 1,25 184
5 27,48 2,58 4,66 17,28 251 16,88 1,02 1,42 255
5 23,76 6,61 4,59 21,68 451 19,11 1,52 2,02 241
5 23,67 3,46 8,49 20,78 278 21,42 1,48 2,53 218
5 27,65 3,04 1,74 13,09 196 19,82 3,04 1,05 387
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16,19
25,24
24,16
23,25
31,38
25,65
27,65
21,90
26,12
23,02
22,59
21,22
31,32
25,69
23,75
27,88
27,36
24,72

21,64

9,64
1,98
8,61
7,66
5,80
7,56
5,68
13,74
7,29
6,08
2,88
5,18
8,85
5,61
6,06
7,53
5,67
4,49

7,72

2,78
1,94
2,52
1,59
n.d
2,14
1,66
1,78
n.d
n.d
44,27
n.d
1,15
n.d
n.d

81,16

n.d

2,73

66,53
6,66
9,60

20,09

31,23
13,80
16,13

36,84
11,82

25,81

29,62

20,97

29,38

23,98

27,24

26,57

34,58

22,74

41,13

967

146

591

450

421

385

530

1056

305

495

620

387

565

332

290

640

353

177

576

40,89
23,22
20,16
19,79
19,41
20,93
21,70
70,26
53,28
66,56
141,89
95,43
21,08
25,42
21,35
43,14
24,16
26,34

17,10

1,97
0,96
21,34
1,98
1,21
2,10
1,85
35,54
1,57
1,58

1,29

2,41
0,99
n.d
n.d
n.d
n.d
n.d
1,32
n.d
n.d
1,33
15,27

0,83

n.d

1,25

114

317

190

354

340

172

287

235

288

240

300

284

578

385

389

417

275

317

499




Continuacion tabla anexo 2.
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N° muestra Zn
State Pez P.S. (ng) As Cr Cu Fe Mn Ni Pb
San Luis 7 20,41 7,01 n.d 15,97 363 20,34 1,86 1,52 356
7 26,92 6,17 1,93 27,60 325 19,58 1,82 n.d 390
7 23,22 8,53 n.d 29,15 448 21,14 1,68 n.d 390
7 23,22 8,53 n.d 29,15 448 21,14 1,68 n.d 464
7 21,02 7,85 2,57 28,68 510 30,06 2,00 1,52 598
7 23,40 5,77 n.d 40,99 309 21,58 2,31 1,28 307
7 32,19 6,90 1,34 30,41 282 16,90 1,12 n.d 364
7 26,21 5,77 n.d 25,58 222 23,94 2,22 n.d 207
8 22,08 1,99 2,63 21,92 123 17,98 1,18 0,95 293
8 26,92 2,41 2,90 20,40 178 18,28 1,15 1,52 317
8 18,41 8,12 3,01 19,71 264 14,17 19,29 n.d 358
9 18,30 2,51 2,57 42,08 1284 311,32 1,80 1,64 223
9 25,60 2,30 2,46 21,25 759 224,05 1,33 0,70 301
9 35,27 1,90 2,30 14,74 684 232,95 1,45 n.d 177
9 29,03 1,96 1,83 11,99 940 326,10 1,52 0,59 232
9 24,40 2,76 3,14 41,95 946 478,99 2,51 n.d 291
10 21,90 16,34 4,66 23,83 1098 97,38 1,55 1,19 361
10 24,31 4,26 n.d 15,32 286 76,18 2,54 n.d 397
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11

11

11

11

11

11

11

11

12

12

12

12

12

12

12

12

12

12

12

15,39
16,45
21,82
17,77
19,44
10,56
17,33
16,87
12,15
18,86
17,69
15,34
16,68
16,09
25,31
13,49
16,43
20,87

12,15

3,18
0,79
0,60

1,46

7,04

7,67

5,91
5,23
2,52
3,55
4,17
4,83
5,60
n.d
7,16
n.d
3,90
4,69
3,78
1,74
2,65
3,11
3,17
1,92

n.d

11,50
15,02
11,51
7,88
18,72
14,97
11,25
23,33
29,79
21,42
18,15
20,67
17,51
31,88
12,76
18,75
26,84
16,39

24,13

237

173

171

182

209

349

480

141

301

218

201

167

171

262

159

161

298

282

175

23,71
14,10
17,14
15,59
19,08
28,80
17,60
20,26
30,77
16,70
19,17
15,65
17,81
18,46
11,06
20,53
21,73
18,93

23,49

1,62
2,13
1,47
1,69
1,59
2,18
1,96
3,21
2,28
1,64

1,89

2,08
1,52
1,05
1,80
n.d
2,37
1,56
n.d
321
n.d
1,75
1,83
1,98
1,49
0,83
2,37
n.d
n.d

n.d

197

205

169

302

373

279

223

200

283

195

208

239

203

222

144

151

274

179

270




Continuacion tabla 2 anexo
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N° muestra Zn
State Pez P.S. (ng) As Cr Cu Fe Mn Ni Pb
Pishuinco 12 23,55 5,18 2,80 12,91 167 20,38 1,66 0,89 221
12 15,76 7,74 5,39 18,85 193 17,96 1,71 n.d 228
12 12,57 8,03 6,04 22,19 321 90,36 2,31 2,70 258
12 18,19 5,83 8,14 18,86 195 25,57 1,59 3,08 212
12 20,12 5,82 4,18 16,60 143 15,76 1,39 1,44 156
13 30,17 12,13 4,11 35,16 579 22,40 2,95 1,76 449
13 18,52 7,88 3,78 36,12 501 26,29 6,75 2,43 239
13 17,77 11,31 3,60 33,49 529 18,29 1,63 1,74 257
13 26,74 15,37 3,33 36,84 798 18,18 4,11 1,23 582
13 21,96 17,12 4,69 30,37 793 22,13 1,46 1,78 271
13 24,13 11,15 n.d 23,26 438 17,96 2,14 n.d 312
14 31,65 8,86 n.d 26,70 451 12,86 1,94 n.d 435
14 31,10 10,23 2,48 28,69 390 14,83 1,83 1,03 1013
14 25,56 21,51 2,93 28,01 560 19,87 1,10 0,98 471
14 29,50 11,56 3,39 44,37 943 19,12 1,15 n.d 514
14 28,67 9,31 3,00 39,39 517 18,49 0,98 0,87 470
14 21,46 13,38 3,50 25,63 644 19,85 1,17 0,98 678
14 21,54 10,91 2,00 39,46 1086 21,82 2,14 n.d 471
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Panguipulli

14

14

14

14

14

14

23

23

23

23

23

23

23

23

23

23

23

22,46
24,98
22,88
30,01
20,87
20,03
19,59
12,15
36,46
21,17
25,07
12,54
14,20
20,92
17,68
21,42
8,72
19,18

23,08

16,69
7,69
19,71
11,80
8,29
13,08
34,84
36,27
12,98
n.d
0,88
n.d
1,34
1,15
1,19
1,17
n.d
4,02

0,95

n.d
n.d
1,79
n.d
n.d
n.d
n.d
n.d
n.d
1,748
1,316
1,994
4,226
4,971
4,015
3,782
5,162
4,797

n.d

41,85
30,15
43,22
22,46
35,70
24,86
43,00
46,70
18,43
9,49
13,48
12,76
18,31
15,15
18,94
11,91
10,67
17,57

12,00

789

189

977

573

368

624

1636

950

1365

319

135

90

183

202

236

196

114

217

335

22,53
24,26
22,24
20,86
20,80
27,66
20,77
19,79
24,78
21,96
20,34
24,97
25,64
20,27
18,49
18,67
18,01
29,15

24,96

1,65
1,84
2,40
1,93

1,44

n.d
n.d
n.d
n.d
n.d
n.d
n.d
n.d
n.d
1,94
0,96
n.d
2,32
1,91
0,90
0,98
2,87
n.d

n.d

354

409

570

718

273

712

222

529

479

624

409

227

385

305

380

422

330

375

368




Continuacion tabla anexo 2.

N° muestra Zn
State Pez P.S. (ug) As Cr Cu Fe Mn Ni Pb

Panguipulli 23 18,68 1,93 1,820 10,55 210 25,32 1,23 n.d 324
23 13,53 n.d 2,143 11,08 91 19,66 1,85 n.d 193

23 17,27 n.d n.d 15,06 153 20,38 2,37 n.d 312

23 21,34 2,20 n.d 14,20 707 17,81 2,25 n.d 519

24 8,05 3,85 5,215 18,01 175 18,25 3,10 2,86 184

24 8,47 1,89 3,661 21,61 601 24,09 2,83 2,60 295

24 9,30 2,04 3,334 6,67 139 17,85 2,04 2,04 172

24 10,63 2,92 4,423 16,09 766 14,49 3,01 2,54 196

24 11,21 2,41 8,565 13,47 411 22,84 2,05 3,39 172

24 10,21 2,84 4,896 22,52 629 16,65 3,04 2,74 253

25 7,72 2,20 10,620 56,86 966 27,85 3,11 3,50 620

25 16,36 1,53 5,503 31,37 419 21,64 2,02 2,75 290

25 7,55 2,51 8,736 25,94 343 28,99 291 4,24 343

25 12,95 1,93 6,409 24,32 474 23,40 2,16 3,71 259

25 12,37 2,26 6,063 25,95 550 19,16 1,94 2,26 292

25 14,94 1,81 4,483 16,60 225 14,39 2,07 2,01 201

25 8,47 1,42 5,550 12,64 163 16,89 1,89 n.d 205

25 17,68 1,53 7,182 26,64 421 21,55 1,47 2,49 317

25 9,80 1,22 6,941 23,48 366 18,17 2,25 3,16 418

25 10,79 2,22 5,559 38,27 575 26,13 2,69 2,96 632
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25

25

25

25

25

25

25

25

25

25

25

25

25

26

26

26

26

26

26

1,45

1,55
1,23
0,78
n.d

n.d

3,724
6,293
3,124
5,289
7,104
3,983
n.d
2,553
2,421
3,798
4,084
2,298
2,871
1,455
2,703
1,637
1,467
n.d

n.d

28,25
22,93
27,08
18,00
9,97
17,78
20,15
30,24
20,68
19,87
15,99
21,51
42,03
16,51
21,79
10,55
10,86
11,47

13,21

553

364

786

388

206

880

354

320

594

235

521

1127

585

73

220

169

66

270

15,30
18,51
18,63
19,28
16,84
23,31
16,53
14,69
18,12
26,59
17,93
18,03
18,32
22,65
18,84
17,19
14,53
22,50

27,95

3,10
2,23
1,51
2,85

2,54

1,60
1,65
1,22
1,71
3,67
2,04
1,39
1,36

n.d

2,54

314

312

265

343

173

283

215

282

178

214

371

366

381

408

320

259

233

318

470
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