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Abstract.- We analysed the ecotoxicological quality of sediments in Moraleda, Puyuguapi and Elefantes Channels and
Aysén Fjord, located between 44° and 46.5°S, using non-specific tests in order to evaluate their base conditions in terms
of possible pollutants that may have been introduced in the area. The survival tests with Ampelisca araucana and Tisbe
longicornis and fertility test with Arbacia spatuligera indicate that the sediments do not present problems of toxicity.
Nevertheless, the increased cellular density observed in the tests with microalgae (Dunaliella tertiolecta, Dunaliella
salina and Isochrysis galbana) indicates the accumulation of sediments rich in nutrients within the area.
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INTRODUCCION

La zona de fiordos y canales del Sur de Chile, por su
particular geografia se ha visto enfrentada en las Ultimas
décadas a estrés ambiental, debido ala explotacion de sus
recursos naturales (pesqueriasy silvicultura), crecimiento
de centros urbanos e industriales y actividades turisticos.
Su columna de agua presenta una estructura de dos capas,
una superficial de mayor variabilidad y una profunda
homogénea, separadas por un gradiente vertical (Valle-
Levinson et al. 2002, 2007). La capa superficial presenta
aguas calidas, menos salinas, con alto contenido de oxigeno
disuelto (> 120 % de saturacion), ata clorofilaa y baja
concentracién de nutrientes (Silva et al. 1997, Guzméan &
Silva2002). El contenido menor de oxigeno disuelto puede
alcanzar valores de 2,5 ml L en la cabeza los fiordos
Puyuguapi y Aysén, no registrdndose zonas andxicas (Silva
etal. 1997, Silva& Guzman 2006).

Laregion presentaelevadastasas de precipitaciony bajas
temperaturas, condiciones que favorecen una potencial
transferenciade contaminantesdesde laatmosferaalazona
costera 'y a los cuerpos de agua y sedimentos (Wania &
Mackay 1996). Laentradaadicional de sustanciasquimicas
alacolumnade agua, proveniente de laactividad humana
queda registrada en los sedimentos a través de fracciones
de los contaminantes que reacciona con el material
particulado o coloidal y que es atrapada en sitios
sedimentarios (Pineda 2009). El conocimientoy vigilancia
de un ecosistema permite, mediante la informacion
recopilada, estar en condiciones de predecir através dela

implementaci6n de model os, |0s cambios ambiental es que
pueden ocurrir afuturo (Sanchez-Bayo 2009, Choueri et al.
2010).

Los estudios de toxicidad han demostrado que las
distintas especies de organismos presentan un amplio rango
de sensibilidades a una extensa diversidad de los
contaminantes ambientales, lo que hace recomendable
utilizar una bateria de especies distintas para evaluar la
toxicidad. Para que |l as pruebas puedan constituirse en una
técnica de evaluacién aceptada, de los organismos
seleccionados, debe conocerse su biologia, factibilidad de
mantenerse‘invitro’, presentar altasensibilidad alostoxicos
y ser factiblelareproducibilidad delosensayos (Silvaet al.
2007).

El presente estudio analiza a través de bioensayos no
especificoslacalidad ecotoxicol 6gicadelos sedimentosen
los canales Moral eda, Puyuguapi, Golfo Elefantesy Fiordo
Aysén, ubicados entrelos44°y 46,5°S, sur de Chile, con el
objeto deevaluar, utilizando especies blanco, su condicion
toxicologica en relacion a posibles contaminantes
biodisponibles, introducidos o generados en el &rea. Para
cumplir con este obyjetivo se seleccionaron como indicadores
delacalidad del sedimento, pruebas de supervivenciacon
juveniles del anfipodo epibenténico Ampelisca araucana
(Gallardo, 1962) y copépodo harpacticoide Tisbelongicornis
(George, 1993), pruebas de fecundacion con gametos del
equinodermo Arbacia spatuligera (Valenciennes, 1841) y
de densidad celular (cél mlt) con lamicroalgas|sochrysis



galbana (Parke), Dunaliella tertiolecta (Butcher, 1959) y
Dunaliella salina (Dunal). Lainformacion resultante puede
ser utilizada con diversos fines, e.g., comparacion,
regulacién e implementacion de modelos en la prediccion
de posibles alteraciones sobre el ambiente estudiado.

MATERIALES Y METODOS

L as muestras de sedimentos se obtuvieron siguiendo el gje
central de los cuerpos de agua, en noviembre de 2007,
durante la Campafna CIMAR 13 Fiordo, desde € buque
‘AGOR Vidal Gormaz' utilizando un box corer de 0,08 m®.
Se recol ectaron aproximadamente 250 g de los primeros 5
cm de sedimentos, obteniéndose 2 muestras en canal
Moraleda, 3en el canal Puyuguapi, 2 en Golfo Elefantesy 6
en el Fiordo Aysén (Fig.1). Cada muestra fue obtenida en
triplicado y colocadas en bolsas plasticas, que fueron
guardadas en envases de polietileno rotuladosy congelados
a-18°C. Dado lo lejano ddl sitio de muestreo y el extenso
periodo del crucero, losanalisisserealizaron entre 30y 80
dias despuésde surecolectay arribo del crucero.

L as especies Tisbe longicornis, Ampelisca araucana y
Arbacia spatuligera fueron recolectadas en un area no
alteradaen laBahiaColiumo 36°50’ S, 72°55' W (Fuentes-
Rioset al. 2005, Altamirano-Chovar et al. 2006) y cultivadas
en condiciones delaboratorio (acuariosdevidrio, aireacion
constante y alimentacion en baseamicroalgas, Dunaliella
tertiolecta, Dunaliella salina e Isochrysis galbana
adquiridasen € ‘ Laboratorio de Cultivos' delaUniversidad
de Concepcion.

En las pruebas de toxicidad se trabaj6 exponiendo
directamente a los organismos con los sedimentos 0 a un
lixiviado de ellos. El lixiviado de cada muestra se realizd
segun lametodol ogiade Dinnel & Strober (1985), agitando
50 g de sedimento con 50 mL de agua de mar filtraday
aireada, en un Heidolph Unimax® 2010 a5 rpm por 10 min,
paraposteriormentedegjar en frio (4°C) por 12 h, separando
lafaseliquida (lixiviado) delos sedimentos. Los controles
en cada ensayo fueron realizados seglin las sugerencias de
cadametodologia.
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Figura 1. Area de estudio en Canal
Moraleda, Canal Puyuguapi, Fiordo
Aysén, Golfo Elefantes y Mar Interior
de Chiloé / Area of study at Moraleda
and Puyuguapi Channels, Aysén Fjord,
Elefantes Gulf and the Inland Sea of
Chiloé

72° W

80 | Rudolph et al.

Calidad ecotoxicoldgica en fiordos del sur de Chile



PRUEBA DE SUPERVIVENCIA CON AMPELISCA ARAUCANA

El ensayo se condujo siguiendo las sugerencias de Soto et
al. (2000), esto es, los organi smosfueron recol ectados desde
los sedimentos marinos con un tamiz de 500 um. En €l
laboratorio se seleccionaron organismos de ca. 6 mm de
longitud los que fueron manteni dos con aireaci 6n constante
a 13°C y alimentacion en base a microalgas durante su
aclimatacion. Parael ensayo se utilizaron cubetas con 200
g de sedimentos y 300 mL de agua de mar filtrada, con 5
individuos por cubetay entriplicado; por un periodo de 10
dias, sin aireacién ni alimentacion. Los resultados fueron
contrastados contra controles negativos, preparados con
sedimentos del lugar de extraccion de los organismos. Los
ensayosde sensibilidad (control positivo) secondujeron con
soluciones de K.Cr,O, (p.a) entre 0 y 100 mgL™" por un
periodo de 4 dias.

PRUEBA DE SUPERVIVENCIA CON TISBE LONGICORNIS

El ensayo se realizé siguiendo la metodologia propuesta
por Larrain et al. (1998a); esto es, se seleccion6 hembras
ovigeras adultas con un tamiz de 250 um, y luego fueron
mantenidas en acuariosde vidrio, con aireacion constantey
alimentacion en base amicroalgas, hastalaeclosién delas
larvas. El ensayo consideré organismos juveniles de una
misma cohorte de ca. 15 dias de vida (i.e.,, 0,6 mm de
bajo prueba. Los resultados se contrastaron con controles
negativos. Para las pruebas de sensibilidad se utilizo
solucionesde CuSO,  , entre1y 100 ugL". Laduracionde
los ensayosfuede 48 h en formaparalela, con 5 individuos
por cubetay en triplicado.

PRUEBA DE FECUNDACION CON ARBACIA SPATULIGERA

El ensayo serealiz6 siguiendo lametodol ogia propuesta por
Zufiga (1999). Basicamente consistio en producir una
fecundacion artificial delosévulosdel erizo A. spatuligera,
en presencia de un lixiviado preparado con el sedimento
bajo prueba. L osresultados se contrastaron con sus controles
negativos. Para el andlisis de sensibilidad se utilizé
soluciones de CuSO, (p.a) entre 0y 50 ugL"'. Los ensayos
fueron realizados por un periodo de 60 min, utilizando
solucionesde 7 x 107 espermios mL-!' y 2.000 6vulos mL !
en cuadruplicado.

PRUEBA DE DENSIDAD CELULAR CON MICROALGAS

Estas se realizaron segun las sugerencias metodol 6gicas
propuestas por USEPA (1988), Cifuenteset al. (1998) y la
NCh 2706 (2002)* Las microal gasfueron cultivadas con el
medio de cultivo Guillar al7°C + 1y luz PAR continuade
28.000 lux. Seutiliz6 10 mL dél lixiviado preparado con el
sedimento bajo prueba e inéculos de cultivo inicial. Los
resultados se contrastaron con controles negativos. El
andlisis de sensibilidad se realiz6 con concentraciones de
K,Cr, O, (p.a) entre0y 100 mgL"'. Losensayosserealizaron
en formaparalelay en cuadruplicado. Ladensidad celular
(cél mI') fue determinadamediante recuento de célulascon
camarade Neubauer atiempo ceroy a96 h.

ANALISISESTADISTICOS

Los diferentes indices de los ensayos de sensibilidad i.e.,
CL,, (concentracion letal para el 50% de los organismos
sometidos a ensayo) para Ampelisca araucana y Tisbe
longicornis; CE,,(concentracion efectivaen el 50% delos
organismos sometidos al ensayo) en el ensayo de Arbacia
spatuligeray el Cl,, [concentracion queinhibio al 50% el
crecimiento celular (cél mL™!) delamicroalga] en Dunaliella
tertiolecta, Dunaliella salina e Isochrysis galbana, fueron
calculadosmediante el andlisisprobit (EPA Probit Analysis
Program, versién 1,4) (Finney 1971). Para anadlizar la
normalidad delosdatos se aplico €l test de Shapiro-Wilk y
paraobservar lahomogeneidad de lavarianza se utilizé el
test de Cochrane. Los porcentajes de supervivencia,
fecundacién y densidad celular de cada especie fueron
comparados con su respectivo grupo control, atravésdeuna
prueba paramétrica ANDEVA de una via. En €l caso de
encontrar diferenciassignificativas, se aplicé unapruebaa
posteriori de Tukey. Losresultadosdel aumento de densidad
celular en el ensayo con |I. galbana no arrojaron una
distribucion normal por lo que se aplicod una prueba no
paramétricade Kruskall-Wdlis; lasdiferencias significativas
fueron analizadas a posteriori através de comparaciones
multiplesdelosvalores de P delas muestrasy del control.
Todos los andlisis estadisticos se realizaron a través del
programacomputaciona STATISTICA version 6.0 (StatSoft.
Inc. 2001)2

INCh 2706. 2002. Calidad de agua - bioensayo de inhibicién de crecimiento de algas en agua dulce con Selenastrum capricornutum
(Raphidocelis subcapitata). Instituto Chileno de Normalizacién, INN, Santiago de Chile, 28 pp.

2StatSoft. Inc. (2001). Statistica (Data Analysis Software System). <www.statsoft.com>.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Lasensibilidad de los organismos blanco utilizados en este
estudio, frente a los téxicos utilizados i.e., dicromato de
potasio o sulfato de cobre (control positivo), fue semejante
alos informados, lo que los hace resultados factibles de
comparar respecto de la calidad del sedimento. En los
ensayos con Ampelisca araucana frente a soluciones de
dicromato de potasio el CL , obtenido fue de 55,37 mgL*
semejantealoinformado por Larrain et al. (1998b) y Soto
et al. (2000); en los ensayos con Tisbe longicornisel CL
estimado fue de 56,92 ugL ! parasulfato de cobre, semejante
alo informado por Larrain et al. (1998a); para Arbacia
spatuligerala CE, fue de 16,51 ugL ' de sulfato de cobre
semejante a los informados por Aguirre-Martinez et al.
(2009) y Rudolph et al. (2010). L os ensayos con microalgas
i.e., Isochrysisgalbana, Dunaliellatertiolectay D. salina,
mostraron 1C, de40; 65,47y 66,14 mgL " frenteasoluciones
de dicromato de potasio respectivamente, sensibilidades
semejantes alosinformadosen Rudolph et al. (2010).

Los sedimentos en las localidades analizadas no
evidenciaron problemas detoxicidad, yaque se observaron
supervivencia promedio del 100% en las especies blanco
i.e., Ampeliscaaraucanay Tisbelongicornis, sindiferencias

significativas respecto delos controles (F
0,596y F

(13,28)

(13,28): 0,863; P=
= 0,92, P =0,54, respectivamente).

La prueba de fecundacién con gametos de Arbacia
spatuligera mostré diferencias significativas en los
porcentajes de fecundacion con €l grupo control (F(la, =
7,3, P <0,05) en las muestras 52 (con un 97 %) y 80 (con
un 97,5 %). No obstante, |os porcentajes medidos superan
el 95 % defecundacion, lo que acuerdo aAguirre-Martinez
et al. (2009), para pruebas de toxicidad con lixiviado del
sedimento, puede considerarse semejantea comportamiento
del control.

En los ensayos con microalgas, Isochrysis galbana
mostré un crecimiento significativo respecto del control en
el 69% de las muestras (H,, ,,, = 29,34, P = 0,0058) i.e.,
49,52, 77,78, 79, 80, 81y 84 (Fig. 2). Enlos ensayos con
Dunaliella salina, se observo diferencias significativas sdlo
en el 39% de las muestras respecto del control (F, ,)
14,53, P <0,01) enlasmuestras 78, 81, 82, 87y 88 (Fig. 3)
y en los ensayos con Dunaliella tertiol ecta se observé una
situacién similar, dondeigual nimero de muestrasregistro
una mayor densidad celular respecto del control (F
2,41,P=0,025),i.e.,, 78,81, 82,87y 88.
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Figura 2. Porcentaje de crecimiento promedio de Isochrysis galbana en elutriados de sedimentos y controles. Campafia CIMAR
13, noviembre 2007. Linea sobre cada barra muestra la desviacion estandar / Average percentage of growth for Isochrysis
galbana in elutriates of sediments and controls. CIMAR 13, November 2007. Line on bar shows the standard deviation
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El crecimiento observado en los ensayos, puede ser
atribuido ala presenciade nutrientes en loslixiviados, los
cuales se habrian liberado durante su preparacion desdelos
sedimentos. Estos nutrientes habrian estimulado el
crecimiento de las microalgas, sumado a la ausencia de
téxicos, lo que se confirmaal observar que ningun cultivo
presenté menor densidad celular que los controles. La
liberacién de nutrientes se atribuye a cambioslocales, que
podrian estar generando un desbalance en el contenido de
fésforo y/o nitrégeno.

Unacondicion semejante, conincrementosen ladensidad
celular delas muestras respecto delos controles, se observé
enlos ensayos realizados con sedimentos recol ectados en el
sector central enfiordosy canalesdel Mar Interior de Chilog,
durante la Campafia CIMAR 10 Fiordos (Rudolph et al.
2007) y la Campafia CIMAR 11 Fiordos (Rudolph et al.
2009). En cambio, una situacion diferente se observo con
lasmuestras de sedimentos recol ectadas en sectores costeros
cercanos acentros de cultivo en el Mar Interior de Chiloé,
sedimentos en su mayoria andxicos, en que ademas de no
observarse crecimento de los ensayos con microalgas se
observé toxicidad (Rudolph et al. 2009).

Lacalidad ecotoxicol 6gicade | os sedimentos estudiados
mediante las prueba de fecundacion con Arbacia

spatuligera, a igual que las pruebas de supervivenciacon
Ampeliscaaraucanay Tisbelongicornis, indican queen €l
sedimento de las |localidades estudiadas no se detecta la
presencia de toxicos biodisponibles. Los ensayos con
microalgas no evidencian problemas de toxicidad e
incrementaron su crecimiento, sugiriendo la acumulacion
de sedimentos ricos en nutrientes. Esto Ultimo, estaria
indicando el paso de un sistema oligotréfico a un sistema
mesotrofico a futuro. Las condiciones informadas para el
areg, i.e., saturacion de oxigeno en la capa superficial y la
ausencia de anoxiaen la capa profunda (Silvaet al. 1997,
Guzman & Silva2002, Silva& Guzmén 2006), confirman
que laslocalidades estudiadas, se comportan alin como un
sistemapoco aterado.
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