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EFECTOS ECOTOXICOS DEL Hg EN EL RIO MADRE DE DIOS USANDO
Daphnia magna (DAPHNIIDAE) Y Paracheirodon innesi (CHARACIDAE)
ECOTOXIC EFFECTS OF Hg IN THE MADRE DE DIOS RIVER USING

Daphnia magna (DAPHNIIDAE) AND Paracheirodon innesi (CHARACIDAE)

RESUMEN

El rio Madre de Dios, en la selva del PerQ, es un cuerpo de agua que puede recepcionar
relaves y desechos con mercurio vertidos por la mineria aurifera artesanal, informal e
ilegal. Por ello se evalud el efecto ecotdxico de mercurio (Hg) por la mineria en el rio
Madre de Dios empleando Daphnia magna (Daphniidae) y Paracheirodon innesi
(characidae), en agua superficial y sedimentos mediante la determinacion del nivel
toxicidad con la escala ecotoxica de Roig usando la concentracion letal media (CLso) y
concentracion efectiva media (CEso) para el efecto subletal nado extrafio. Se muestrearon
cuatro puntos en época seca del 2019 entre la zona del cruce con el rio afluente Colorado
y el puerto del distrito Boca Colorado, y se determiné el Hg y otros metales pesados en
ambos compartimentos, evaludndose adicionalmente el pH y la conductividad eléctrica.
En los cuatro puntos de muestreo, el Hg en agua superficial y sedimentos no
sobrepasaron los Estandar de Calidad Ambiental peruano de agua de rios de selva -
categoria 4 (<0,0001 mg L™1). El punto con mayor toxicidad en P. innesi en agua fue el
punto intermedio entre zona minera y el puerto de Boca Colorado; sin embargo, llega a
ser levemente toxico. Los valores de CLso en agua y sedimento en D. magna fueron
mayores a 100 % a las 24 y 48 h, es decir, son muestras no toxicas.

Palabras clave: bioensayo, ecotoxicologia, metales pesados, peces, pulgas de agua
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ABSTRACT

The Madre de Dios River, in the peruvian jungle, is a water body that can receive tailings
and mercury-containing waste discharged by artisanal, informal and illegal gold mining.
For this reason, the ecotoxic effect of mercury (Hg) by mining in the Madre de Dios
River using Daphnia magna (Daphniidae) and Paracheirodon innesi (characidae) was
evaluated in surface water and sediments by determining the toxicity level with the
ecotoxic scale of Roig using the mean lethal concentration (LC50) and mean effective
concentration (EC50) for the sublethal effect strange swimming. Four points were
sampled in the dry season of 2019 between the area of the crossing with the Colorado
tributary river with the port of the Boca Colorado district, and the Hg and other heavy
metals were determined in both compartments, additionally evaluating pH and electrical
conductivity. At the four sampling points, the Hg in surface water did not exceed the
Peruvian Environmental Quality Standard for jungle river water - category 4 (<0.0001).
The point with the highest toxicity in P. innesi in surface water was the intermediate
point between the mining area and the port of Boca Colorado, according to the Roig eco-
toxic scale; however, it becomes slightly toxic. The LC50 values in water and sediment
in D. magna were higher than 100 % at 24 and 48 h, which according to the Roig scale,
are non-toxic samples.

Keywords: bioassay, ecotoxicology, fish, heavy metals, water flea
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INTRODUCCION

Peru es uno de los mayores productores de oro, y se encuentra posicionado globalmente
en el puesto siete, asimismo, es el mas grande productor en Latinoamérica, dado que
procesa 130 MT en 2019 (Pistilli, 2020). La expansién rapida de las zonas mineras
coinciden con el incremento de personas dedicadas a esta actividad, estimandose que son
mas de 60.000 mineros en la region (Martinez et al., 2018). Los mineros de pequefia
mineria y mineria artesanal mezclan el mercurio (Hg) liquido con los sedimentos del rio
o0 suelos para capturar y amalgamar particulas de oro fino aluvial (Ashe, 2012).

Como la mayoria de los contaminantes en los sistemas acuéticos, el Hg, genera
preocupacion por su toxicidad y la biomagnificacion por medio de la cadena tréfica
(Hernandez-Cérdoba et al., 2013; Shafaqat et al., 2014; Panduro et al., 2020). El Hg en
los peces se revela en el dafio de la cobertura de las branquias, aumento del movimiento
respiratorio, disminucion de equilibrio e inaccion consecutiva, seguido de la muerte
(Zakaria et al., 2016; Vargas y Marrugo, 2019). En ese sentido, la exposicion al Hg
amenaza la salud humana y ambiental a través del consumo de peces contaminados
(Driscoll, 2007), incluyéndose a aquellas comunidades cercanas a las actividades
mineras auriferas (Bastos, 2006) en Madre de Dios en Peru, las cuales quedan altamente
susceptibles a la contaminacién por Hg como la comunidad nativa de la Reserva
Comunal Amarakaeri, la cual fue creada con el objetivo de “contribuir a la proteccion
de las cuencas de los rios Eori-Madre de Dios y Karene-Colorado, asegurando la
estabilidad de las tierras y bosques y manteniendo la calidad y cantidad de agua, el
equilibrio ecolégico” (INRENA, 2008; Rivero, 2015). Segun un estudio en Loreto, la
poblacién amazénica, incluyendo la nativa, subsiste del 75 % de los peces capturados en

la Amazonia peruana (Tello y Bayley, 2001), pudiendo ser Madre de Dios un caso
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similar, ya que estudios en esta region han encontrado concentraciones de Hg en cabello
humano y peces comerciales en zonas con y sin mineria artesanal (Diringer et al, 2015).
Por otro lado, el uso de bioindicadores sirve para evidenciar cambios en su morfologia
o0 conducta cuando los ecosistemas acuaticos resultan impactados por contaminantes, e
incluso vale como prueba para decidir como medida reguladora un acto perjudicial al
ambiente (Terneus-Jacome, 2018; Caceres del Carpio y lannacone, 2021).

Daphnia magna (Strauss 1820) (Daphniidae) conocido como “pulga de agua” es un
crustadceo acuatico bastante utilizado en ensayos toxicoldgicos para evaluar los efectos
nocivos de sustancias individuales o mezclas complejas (Alegre et al., 2018; Escobar-
Chéavez et al., 2019). Ademaés, Paracheirodon innesi (Myers 1936) (Characidae)
conocido comunmente como neon tetra, es de Sudamérica, y es capturado del medio
natural y disponible a la venta en la acuariofilia (Kucharczyk et al., 2010), y ha sido
empleado para estudios ecotoxicoldgicos en el laboratorio con Hg y otras sustancias
toxicas (lannacone et al., 2007; Tomailla y lannacone, 2018).

Ante esta situacion, el objetivo de este estudio fue evaluar el efecto ecotdxico del Hg por
la mineria en el rio Madre de Dios, Peri empleando D. magna y P. innesi, en agua

superficial y sedimentos.

MATERIALES Y METODOS

MUESTREO DE AGUA'Y SEDIMENTOS
El area de estudio comprendio el rio Madre de Dios, a la altura de la desembocadura del rio
afluente Colorado (12° 36” 227 S, 70° 24’ 01” W, 237 m.s.n.m.), en el departamento de

Madre de Dios, Per(, siendo el ultimo, el rio donde se efectlian actividades de la mineria
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ilegal e informal. Ambos rios fueron afectados en relacion a su calidad de agua por la
actividad minera, y a su vez se encuentran en la zona colindante a la Reserva Comunal
Amarakaeri pudiendo afectar a la salud humana de su poblacién (SERNANP, 2016). Se
establecieron cuatro puntos de muestreo de agua superficial (AS) y sedimento (S): AS-01
y S-01 (inicio de desembocadura del afluente Colorado para agua superficial y en el rio
Madre de Dios antes de la desembocadura del rio Colorado para sedimento), AS-02 y S-02
(lugar con aparente mayor caudal del cruce de afluente Colorado con el rio Madre de Dios),
AS-03 y S-03 (punto intermedio entre la desembocadura del rio Colorado y el puerto del
distrito Boca Colorado) y AS-04 y S-04 (punto méas cercano al puerto del distrito Boca
Colorado). El muestreo se realiz6 el dia 1 de junio del 2019 en temporada seca (abril —
septiembre), periodo que podria concentrar mas posibles elementos potencialmente toxicos

(Olguin et. al, 2010) (Fig. 1).

Leyenda

9 Boca Colorado
7 Puntos de muestren de agua

Puntos de muestreo

AS = agua superficial
S = sedimentos

# Puntos de muestreo de sedimentos

Google Earth

019 Di 3

4000 ft
Figura 1. Mapa de ubicacion de los puntos de muestreo de agua superficial y de sedimentos

en el departamento de Madre de Dios, Perd.
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La toma de muestras del agua superficial utilizé botellas plasticas de 1 L de capacidad y se
colectd un total de 40 L por punto de muestreo. Los sedimentos se obtuvieron con un
cucharon metalico, se colectaron un total de 4 kg por punto de muestreo y colocaron en una
bolsa tipo ziploc de 26,8 x 27,9 cm (lannacone et al, 2005; Alegre et al., 2018).

Las muestras de agua y sedimento fueron rotuladas, refrigeradas con gel, guardadas en
neveras tipo “cooler” y llevadas al laboratorio para el analisis de barrido de metales totales
con el método ICP-MS (EPA Method 200.8 revision 5.4. 1999; EPA Method 3050B rev. 2
1996 y EPA Method 6020A rev. 1 2014). Con el resto de muestras de agua y sedimento

se efectuaron bioensayos ecotoxicoldgicos en condiciones de laboratorio.

MEDICION DE PARAMETROS Y PREPARACION DE BIOINDICADORES
Los bioensayos ecotoxicoldgicos fueron realizados en el Laboratorio de Ecologia y
Biodiversidad Animal (LEBA) de la Universidad Nacional Federico Villarreal (UNFV),
Lima, Peru.

Para la caracterizacion de las muestras de agua superficial y de sedimento, se midieron
los parametros pH y conductividad eléctrica con un multipardmetro marca Handylab 680
FK del fabricante SI Analytics GmbH. Posteriormente, se compararon los parametros
fisicoquimicos y metales pesados con los Estandares de Calidad Ambiental (ECA) para
agua superficial de categoria 4: Conservacion del ambiente acuético, subcategoria: rios
de selva, determinados en el Decreto Supremo N° 004-2017-MINAM (Ministerio del
Ambiente [MINAM], 2017) vy, los sedimentos con I1SQG (Interim Sediment Quality
Guidelines) (Canadian Environmental Quality Guidelines [CCME], 2006). El elutriado
de sedimentos se llevaron a cabo segin la metodologia de la USEPA (1998), los

sedimentos fueron homogenizados con anticipacion y posteriormente se mezclaron con
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agua de dilucién en una proporcion de 1 en 4, después se homogenizé el ejemplar de
sedimento con agua durante 1 h, por Gltimo, se permitié sedimentar la mezcla por 24 h
con el motivo de desunir la fase liquida de los sedimentos y asi, usar el sobrenadante.
Daphnia magna

Las pulgas de agua fueron obtenidas del acuario Rokasd, Iquitos, Pert. En el laboratorio,
fueron colocadas en una pecera de 5 L en un tiempo de aclimatacion de cuatro semanas. A
continuacion, se procedi6 a separar las pulgas de agua oviplenas y se colocaron en otra
pecera que estuvo con agua de grifo declorinada mediante aireacion con piedras difusoras
y en agua embotellada “Cielo” (1:1) ciclada por una semana. Las pulgas de agua fueron
alimentadas con Spirulina seca, reposadas e hiperoxigenada durante 24 h. Los cultivos se
mantuvieron a una temperatura de 21 + 2 °C y a un fotoperiodo aproximadamente de
12L/120 (Alegre et al, 2018).

Paracheirodon innesi

Los peces fueron adquiridos en el acuario Rokasd, que cuentan con el permiso para la
comercializacion de P. innesi por la Direccion Regional de la Produccion - Loreto, Perd.
En el laboratorio, los peces fueron mantenidos en peceras cicladas, con filtros y
calentadores (26 - 28 °C). En este periodo, con una regularidad de tres dias, se ejecutan
intercambios fragmentados del 30 % del volumen de las peceras utilizando agua de
osmosis inversa (baja en sales/iones), a su vez se mantuvieron a un fotoperiodo de 12L /
120, y alimentados cada dia con Nutrafin Max®. Estos se mantuvieron en el laboratorio
por un periodo minimo de un mes antes de ser usados en los bioensayos cuidados de la

misma manera que en el periodo de aislamiento (OECD, 2019).
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BIOENSAYOS ECOTOXICOLOGICOS

Fueron evaluados los valores de pH y conductividad eléctrica al inicio (0 h) y al final
de los bioensayos (48 h para D. magna y 96 h para P. innesi), para cada muestra. Los
protocolos para los bioensayos ecotoxicoldgicos fueron aprobados por el Comité de Etica
de la Universidad Cientifica del Sur (Constancia N° 22-CIEI-AB-CIENTIFICA-2019).
Bioensayo con Daphnia magna

Para la prueba de toxicidad aguda con agua superficial o sedimentos, se evaluaron en cinco
concentraciones diluidas con agua de mesa sin gas marca Cielo aplicando el factor de
dilucién 0,5 en orden decreciente (100; 50; 25; 12,5y 6,25 %) maés el control con cuatro
repeticiones para cada punto de muestreo. Se colocaron en cada recipiente de 60 mL, diez
individuos con menos de 24 h. La temperatura de 20 a 22 °C, y el fotoperiodo de 11L/130
h, respectivamente. La humedad relativa del laboratorio fue entre 75y 85 %, y la cualidad
de la iluminacion en el laboratorio debe ser fluorescente blanco — frio (lannacone et al.,
2007). Las lecturas de mortalidad se realizaron a las 24 y 48 h de exposicién, para lo cual
se consideraron muertos aquellos organismos que no presentaron actividad por 15 s de
exposicion. Se realiz6 un movimiento circular del envase para comprobar la mortalidad de
los individuos que se encontraban en el hondo de los envases, debido a que algunos pueden
estar inmoviles y moverse con naturalidad al percibir este movimiento (lannacone et al.,
2007).

Bioensayo con Paracheirodon innesi

Para la prueba de toxicidad aguda, se evaluaron en cinco concentraciones diluidas con el
agua de la pecera aplicando el factor de dilucion 0,5 en orden decreciente (100; 50; 25; 12,5

y 6,25 %) mas el control con cuatro repeticiones para cada punto de muestreo. Se colocaron
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en cada recipiente de 500 mL, diez peces juveniles aleatoriamente con promedio de
longitud de 1,97 £ 0,12 cm y promedio de peso himedo de 71,3 + 10,8 mg.

La duracién de los ensayos fue de 96 h. La temperatura fue de 26 a 29 °C y el fotoperiodo
de 12L/120 h. Con la ayuda de un estilete y con una reguralidad de 24 h, se estimaron
dos efectos: uno letal y uno subletal. Se conceptu6 efecto letal (muerte) si al tocar el pez
por 10 s no se observo movimiento alguno. El efecto subletal fue el nado extrafo, el cual
se considero si el pez realizo actividades anormales como trasladarse despacio solo en
la superficie o de forma diagonal. Los individuos muertos fueron apartados al concluir la
lectura diaria para que su descomposicion no origine efectos desfavorables sobre los

demés (OECD, 2019).

PROCESAMIENTO Y ANALISIS DE DATOS

La CLso que es la concentracion toxica que causa la mortalidad al 50 % de los organismos
y la CEso que es la concentracion que causa el 50 % de un determinado efecto (Repetto y
Sanz, 1993) fue calculada mediante el uso del programa SPSS versién 2020 (Stockemer,
2019). El valor de NOEC, que es la concentracion de efecto no observado, y el LOEC,
que es la concentracion minima de efecto observado, fueron determinadas a traves del
anélisis estadistico ANOVA seguido de la prueba de Tukey, con el empleo del programa
SPSS version 2020. El nivel de ecotoxicidad se evalud segun la escala de Roig et al

(2015).
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RESULTADOS

PARAMETROS FISICOQUIMICOS Y DE METALES PESADOS

De los cuatro puntos de muestreo de agua superficial evaluados del rio Madre de Dios se
han encontrado dos parametros que exceden el ECA de Agua superficial, los pardmetros
son el Plomo (Pb) y el pH en tres puntos; mientras que, de los cuatro puntos de muestreo
de sedimentos evaluados del rio Madre de Dios, se han encontrado dos pardmetros que
exceden los estandares de la Guia ISQG en sedimento, los parametros son: Arsénico (As)
y Cobre (Cu); sin embargo, el pardmetro Hg no super6 los ECA en ninguna de las

muestras (Tabla 1).

PARAMETROS EVALUADOS ANTE Y POST BIOENSAYOS

Al comenzar y terminar los bioensayos, los valores de pH y conductividad eléctrica
mostraron ausencia de variacion significativa por las muestras de agua superficial (Tabla
2). El pH més bajo y la conductividad eléctrica mas baja se observaron en el punto AS-

03.

EFECTOS ECOTOXICOS DE LAS MUESTRAS DE AGUA SUPERFICIAL Y
SEDIMENTOS
Daphnia magna
Los bioensayos con las muestras de agua superficial (AS-01, AS-02, AS-03 y AS-04), asi
y con los sedimentos (S-01, S-02, S-03 y S-04) no generaron ningun efecto letal en las

pulgas de agua.
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Tabla 1. Resultados de parametros de agua superficial y sedimentos del rio Madre de Dios, Peru

Punto de muestreo AS-01 AS-02 AS-03 AS-04 S-01 S-02 S-03 S-04

Tipo de muestra ECA- Agua superficial Valor Sedimentos

- Agua 1ISQG
Parametros
pH unidad 6,5-9,0 6,21 7,02 5,45 5,97
Conductividad us/cm 1000 294 279 216 301
Metales totales L.D. L.D.

. 12 14
Aluminio 0,0010 30,212 36,282 32,569 37,502 1,09 7470,62 7870,16 72729 206.50
Antimonio 0,0001 061 0,0002 0,0002 0,0002 <0,0002 0,04 0,4 0,4 0,4 0,4
Arsénico 0,0002 0,15 0,0051 0,0032 0,0041 0,0031 0,27 5,9 13,79 14,38 14,81 15,24
Bario 0,0002 1 0,0766 0,0834 0,0808 0,0813 0,03 60,15 64,92 101,84 112,47
Berilio 0,0003 <0,0006 <0,0006 <0,0006 <0,0006 0,03 0,6 0,6 0,8 1
Boro 0,0006 <0,0012 <0,0012 <0,0012 <0,0012 0,07 2,2 <0,12 <0,12 0,2
Cadmio 0,0001 0,00025 <0,0002 <0,0002 <0,0002 <0,0002 0,03 0,6 <0,05 <0,05 0,2 0,2
Calcio mg/L 0,0152 246,789 243,265 237,582 250,331 2,75 2280,18 233859 3442,38 3660,99
Cobalto (agua);  0,0001 0,0023 0,0029 10,0028 0,0027 0,02 10,59 10,99 16,61 18,24
Cobre mg/kg 0,0001 0,1 0,0054 0,0065 0,0068 0,006 0,13 35,7 19,58 21,18 36,82 36,09
Cromo (sedimento) (0002 0,0034 00042 0004 00046 004 37,3 12,79 10,59 1881 21,05
Hierro 0,0015 45,403 57,374 52,784 56,744 1,17 23019,58 25230,52 3511,24 04?"351
Estafio 0,0002 <0,0004 <0,0004 <0,0004 <0,0004 0,04 2,6 2,4 2,6 2,61
Estroncio 0,0010 0,727 0,172 0,1684 0,1795 0,15 14,79 16,58 24,41 25,46
Fosforo 0,0016 0,1332 0,1585 0,1524 0,1546 1,06 473,82 445,67 638,06 683,84
Litio 0,0003 0,0053 0,0064 0,0053 0,0051 0,05 11,39 11,99 18,01 24,86
Manganeso 0,0001 0,1348 10,1601 0,1573 0,1496 0,40 268,39 310,63 579,43 618,28
Magnesio 0,0178 40,645 42,496 40,598 43,564 1,19 2936,25 3148,62 4787,72 5331,60
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Punto de muestreo AS-01 AS-02 AS-03 AS-04 S-01 S-02 S-03 S-04
Tipo de muestra ECA- Agua superficial Valor Sedimentos
- Agua 1ISQG
Parametros
pH unidad 6,590 6,21 7,02 5,45 5,97
Conductividad us/cm 1000 294 279 216 301
Metales totales L.D. L.D.

Mercurio 0,0001 0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,02 0,17 <0,03 <0,03 <0,03 <0,03
Molibdeno 0,0001 0,0004 0,0003 0,0003 0,0004 0,03 1 0,8 1,2 1,2
Niquel 0,0002 0,052 0,0037 0,0049 0,0047 0,0046 0,04 20,18 21,18 31,61 33,68
Potasio 0,0119 17,061 17,616 16,808 18,058 1,15 552,96 562,53 913,97 913,79
Plata 0,0001 <0,0002 <0,0002 <0,0002 <0,0002 0,03 <0,06 <0,06 <0,06 <0,06
Plomo 0,0001 0,0025 0,0059 0,0061 0,0053 00049 0,30 35 9,19 9,79 15,81 17,64
Selenio 0,0001 0,006 0,0014 0,0009 0,0009 0,0014 0,06 1,2 1,4 0,6 1
Sodio 0,0050 33,934 33,711 3,357 34,168 3,46 43,37 41,75 68,23 69,97
Talio 0,0002 0,0008 <0,0003 <0,0003 <0,0003 <0,0003 0,02 <0,04 <0,04 <0,04 <0,04
Titanio 0,0002 0,0407 10,0478 10,0437 0,0486 0,16 211,83 211,75 257,3 238,37
Vanadio 0,0002 0,0052 0,0082 0,0072 0,011 0,33 17,59 15,18 25,81 27,67
Zinc 0,0001 0,12 0,0164 0,0162 0,0198 0,0281 0,33 123 61,55 72,51 94,64 100,44

L.D. : Limite de deteccion

El ECA - Agua esta basada como Categoria 4, Rios Selva.
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Tabla 2. Valores de pH y conductividad registrados en los ensayos con los Paracheirodon innesi y

Daphnia magna con las muestras de agua

Paracheirodon innesi Daphnia magna
Punto de i
Andlisis pH C.E. pH C.E.
muestra
Oh 96h Oh 96 h Oh 48h 0h 48 h
AS-01 Prom. 6,58 6,57 377,83 379,00 759 7,67 713,17 713,83
D.E. 0,20 0,20 54,07 5389 0,69 0,09 218,61 218,23
AS-02 Prom. 6,85 7,12 366,83 367,33 7,72 7,71 729,17 729,33
D.E. 0,10 0,39 62,07 62,02 0,36 0,36 226,97 227,08
AS-03 Prom. 6,33 6,30 339,67 34150 6,69 6,70 707,33 707,83
D.E. 047 047 85,67 86,09 0,86 0,87 249,18 248,88
AS-04 Prom. 6,55 6,54 380,00 38100 710 7,11 719,33 719,67

D.E. 0,30 0,29 51,60 51,29 0,70 0,69 218,05 217,78
AS : Agua Superficial; Prom. : Promedio; D. E. : Desviacion estandar; C. E. : Conductividad

eléctrica

Paracheirodon innesi

Los tratamientos “control” presentaron efectos letales y subletales en agua superficial, no
obstante, no pasaron del 10 % del total de individuos, lo cual es aceptable segun OECD (2019).
La informacion obtenida en los ensayos es descrita por punto de muestra a continuacion.
AS-01

Los efectos letales y subletales, en este caso nado extrafio, presentaron aumento de modo
gradual con los dias de evaluacion y concentracion de la muestra AS-01. No se presentaron
efectos letales ni subletales en la menor concentracion (6,25 %). ElI mayor porcentaje de
afeccion letal (50 %) se present6 en la concentracién mas alta a las 96 h, asi como el mayor
porcentaje de afeccion subletal (58,33 %) se presentd también en la concentracion mas alta a
las 96 h (Tabla 3). Los resultados de p fueron menores a 0,001 desde las 48 h, mostrando que
los resultados de por lo menos una de las concentraciones fueron distintos a las otras, para cada

instante de evaluacion y efecto esperado. Los registros de CEso para nado extrafio a las 96 h
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fue de 54,93 % y de CLso para mortalidad fue 75,85 %. El valor de NOEC a las 96 h para nado
extrafio fue de 12,5 % al igual que para mortalidad; mientras que, el valor de LOEC a las 96 h
para nado extrafio fue de 25 % y para mortalidad fue de 100 % de concentracion. El nivel de
ecotoxicidad segun la escala de Roig a las 96 h fue de ligeramente toxico evaluando muerte y
levemente toxico evaluando nado extrafio.

AS-02

Los efectos letales y subletales, en este caso nado extrafio, presentaron aumento de modo
gradual con los dias de evaluacion y concentracion de la muestra AS-02. No se presentaron
efectos letales ni subletales en la menor concentracion (6,25 %). EI mayor porcentaje de
afeccion letal y subletal (53,85 %y 52,63 % respectivamente) se present6 en la concentracion
mas alta a las 96 h (Tabla 3). Los resultados de p fueron menores a 0,001, mostrando que los
resultados de por lo menos una de las concentraciones fueron distintos a las otras, para cada
instante de evaluacion y efecto esperado. Los registros de CEso para nado extrafio a las 96 h
fue de 73,5 %y de CLso para mortalidad fue 77,18 %. El valor de NOEC a las 96 h para nado
extrafio y mortalidad fueron de 12,5 % de concentracion; mientras que, el valor de LOEC a las
96 h para nado extrafio y mortalidad fue de 25 % de concentracion. El nivel de ecotoxicidad

segun la escala de Roig a las 96 h fue de ligeramente toxico evaluando muerte y nado extrafio.
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Tabla 3. Promedio de % de individuos de Paracheirodon innesi afectados y analisis de los efectos letal (EL) y subletal (ES) en los

bioensayos con agua superficial.

Efectos Muerte Nado extrafio
Muestras h 24 48 72 96 24 48 72 96
Conc.(%
Control 0 a 0 a 0 a 0 a 0 a 0 a 0 ab 0 a
6,25 0 a 0 0 a 0 a 0 a 0 a 0 a 0
12,5 0 a 0 0 a 2,63 a 0 a 0 a 0 a 0
25 0 a 7,69 a 1842 b 2368 b 2,56 a 2,7 ab 16,67 bc 25 b
50 513 a 1538 a 26,32 bc 36,84 bc 513 a 16,22 bc 3056 cd 4722 ¢
AS - 01 100 10,26 a 2821 a 4211 ¢ 50 ¢ 1026 a 2973 ¢ 4444 d 5833 ¢
NOEC (%) 100 25 12,5 12,5 100 50 25 125
LOEC (%) >100 50 25 25 >100 100 50 25
CL50 (%)/
CE50 (%) >100 >100 >100 75,85 >100 >100 82,02 54,93
F 2,49 22,62 24,63 35,30 1,80 17,73 34,45 39,28
p 0,070 <0,001 <0,001 <0,001 0,164 <0,001 <0,001 <0,001
Nivel de 0 0 0 1 0 0 1 2
ecotoxicidad
ntrol
AS - 02 Contro 0 a 0 a 0 a 0 a 0 ab 0 ab 0 a 0 a
6,25 0 a 0 a 0 a 0 a 0 a 0 a 0 a 0 a
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Efectos Muerte Nado extrafio
Muestras h 24 48 72 9 24 48 72 9

Conc.(%

12,5 0 a 0 a 0 a 0 a 0 a 0 ab 0 a 2,63 a
25 5 a 1282 ab 2051 b 2308 b 256 ab 13,16 bc 2368 b 2632 b
50 10 ab 2051 bc 2821 b 3333 bc 10,26 bc 21,05 cd 2632 b 3421 bc
100 175 b 3333 ¢ 4615 ¢ 538 ¢ 2051 ¢ 3158 d 4474 ¢ 5263 ¢

NOEC (%) 50 25 12,5 12,5 50 25 125 125

LOEC (%) 100 50 25 25 100 50 25 25

CL50 (%)/

CE50 (%) >100 >100 95,54 77,18 >100 >100 95,21 73,5
F 9,80 15,54 37,80 24,70 1,077 13,49 33,76 29,74
p <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
Nivel de 0 0 1 1 0 0 1 1

ecotoxicidad

Control 0 a 0 a 0 a 0 a 0 a 0 ab 0 a 0 a
6,25 0 a 0 a 0 a 0 a 0 a 0 a 0 0 a
12,5 0 a 0 a 0 a 0 a 0 a 0 a 0 0 a
25 2,56 a 769 ab 1795 b 30,77 b 263 a 1053 bc 2895 b 4474 b
50 5,13 a 1282 bc 3077 b 4359 b 789 a 1579 ¢ 36,84 bc 5263 b

AS - 03 100 1538 b 2821 «c¢ 6154 ¢ 7692 ¢ 2632 b 3421 d 6842 <cc 8421 ¢

NOEC (%) 50 25 12,5 12,5 50 25 125 125

LOEC (%) 100 50 25 25 100 50 25 25

CL50 (%)/

CE50 (%) >100 >100 73,99 50,17 >100 >100 57,64 38,46
F 9,65 20,40 4254 77,43 8,69 31,99 21,73 57,06
p <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
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Efectos Muerte Nado extrafio
Muest
uestras h 24 48 72 96 24 48 72 96
Conc.(%
Nivel de 0 0 1 2 0 0 2 2
ecotoxicidad
Control 0 a 0 a 0 0 a 0 a 0 a 0 a 0 a
6,25 2,5 a 0 a 0 0 a 2,5 a 0 a 0 a 2,56 a
12,5 0 a 0 a 0 0 a 0 a 0 a 0 a 0 a
25 0 a 0 a 513 ab 7,69 a 0 a 0 a 5,13 a 7,69 a
50 0 a 256 a 2051 ab 23,08 ab 2,5 a 769 ab 2821 ab 30,77 ab
100 75 a 1795 b 4103 b 538 b 75 a 1795 b 46,15 b 5897 b
AS-04  NOEC (%) 100 50 50 50 100 50 50 50
LOEC (%) >100 100 100 100 >100 100 100 100
CL50 (%)/
CE50 (%) >100 >100 >100 88,02 >100 >100 >100 81,21
F 1,89 11,72 3,63 6,88 1,45 5,92 4,84 7,54
p 0,147 <0,001 0,019 0,001 0,256 0,002 0,006 <0,001
Nivel de
ecotoxicidad 0 0 0 1 0 0 0 1

AS : Agua Superficial

Los rangos de ecotoxicidad segiin Roig son: 0 = “no toxico”; 1 = “ligeramente toxico”; 2 = “levemente toxico”.
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AS-03

Los efectos letales y subletales, en este caso nado extrafio, presentaron aumento de modo
gradual con los dias de evaluacion y concentracion de la muestra AS-03. Se presentaron
efectos letales y subletales desde la concentracion 25 %. EI mayor porcentaje de afeccion
letal (76,92 %) se presentd en la concentracién méas alta a las 96 h, asi como el mayor
porcentaje de afeccion subletal (84,21 %) se present6 también en la concentracién més alta
a las 96 h (Tabla 3). Los resultados de p fueron menores a 0,001, mostrando que los
resultados de por lo menos una de las concentraciones fueron distintos a las otras, para cada
instante de evaluacion y efecto esperado. Los registros de CEso para nado extrafio a las 96
h fue de 38,46 % y de CLso para mortalidad fue 50,17 %. El valor de NOEC a las 96 h para
nado extrafio y mortalidad fue de 12,5 % de concentracion; mientras que, el valor de LOEC
a las 96 h para nado extrafio y mortalidad fue de 25 % de concentracion. El nivel de
ecotoxicidad segun la escala de Roig a las 96 h fue de levemente tdxico evaluando muerte
y nado extrafo.

AS-04

Los efectos letales y subletales, en este caso nado extrafio, presentaron aumento de modo
gradual con los dias de evaluacion y concentracion de la muestra AS-04. Se presentaron
efectos letales y subletales desde la menor concentracion (6,25 %), exceptuando la
concentracion 12,5 % que no presento efectos letales ni subletales. EI mayor porcentaje de
afeccion letal (53,85 %) se present6 en la concentracion mas alta a las 96 h, asi como el
mayor porcentaje de afeccion subletal (58,97 %) se presentd también en la concentracion
mas alta a las 96 h (Tabla 3). Los resultados de p fueron menores a 0,001 desde las 48 h,
mostrando que los resultados de por lo menos una de las concentraciones fueron distintos
a las otras, para cada instante de evaluacién y efecto esperado. Los registros de CEso para

nado extrafo a las 96 h fue de 81,21 % y de CLso para mortalidad fue 88,02 %. El valor de
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NOEC a las 96 h para ambos efectos fue del 50 % de concentracion; mientras que, el valor
de LOEC a las 96 h para nado extrafio fue de 100 % de concentracion para ambos efectos.
El nivel de ecotoxicidad segln la escala de Roig a las 96 h fue de ligeramente tdxico
evaluando muerte y nado extrafio.

La Figura 2 nos muestra la comparacion de la Concentracion Letal Media (CL50) y la
Concentracion Efectiva Media (CE50) de los cuatro puntos de muestreo, donde las barras

de error representan los intervalos de confianza.

120
100 -
mCL5024 h
80 - mCL5048 h
mCL5072h
60 - ® CL5096 h
m CE50 24 h
m CE50 48 h
40 -
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CE50 96 h
20 -
O .
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Figura 2. Comparacion de CL50 y CE50 con intervalos de confianza
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DISCUSION

Los efectos letales y subletales (nado extrafio) de las muestras de agua superficial del rio
Madre de Dios en P. innesi, aun cuando el analisis de metales indicaba que la cantidad de
Hg presente en dicho cuerpo de agua no sobrepasaba el limite impuesto en el ECA de
agua de categoria 4 (MINAM, 2017), demuestran la presencia de ecotoxicidad riesgosa
para los organismos acuaticos como se puede ver en la Tabla 3. Esto puede ser debido al
pH, que alcanzd un promedio de 6,16 y el méas bajo de 5,45 en el punto AS-03, valores
por debajo de lo establecido en los ECA en la categoria 4, Conservacion del Ambiente
Acuatico (MINAM, 2017), lo que indica que son acidas. Segun Spence y Barton (2003)
el incremento de solubilidad y movilidad del Hg esta inducido por el incremento de acidez
del agua; de la misma manera, Shastri y Diwekar (2008) mencionan que al reducirse el
pH, incrementa la bioacumulacion de Hg debido al incremento de la disponibilidad de la
materia organica para la metilacion bacteriana y consecuentemente la formacion de
metilmercurio. Esto explica la razén por la que el punto AS-03, que presenta menor pH,
presenta mayor toxicidad (con el CLso y CEso mas bajo).

Asimismo, la concentracion del mercurio en su forma organica (metil-mercurio) se
incrementa al subir niveles tréficos en la cadena tréfica (Molina et al. 2010), lo que puede
explicar larazén por la que no se obtuvieron efectos letales ni subletales en las D. magna,
no obstante, en los peces P. innesi, si. En ese sentido, Espinoza y Falero (2015)
mencionan que los factores como la especie y la talla influencian la actividad metabdlica
de los peces, lo que revela diferentes patrones de bioacumulacion. Segun Krabbenhoft y
Rickert (1995), los peces depredadores mas grandes generalmente tienen las
concentraciones mas altas de metilmercurio. Tal es el caso de la investigacion de Martinez

et al (2018) que sugirié que el comportamiento de alimentacion y la posicion tréfica son
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mejores bioindicadores de mercurio en los peces que el tamafio de los peces en el area de
estudio, lo que también encontraron Diringer et al (2015) en su investigacion. Martinez
et al (2018) encontraron que el mercurio en un pez detritivoro era mayor que en los peces
piscivoros y omnivoros; por tal motivo, se recomienda hacer un estudio con un
bioindicador que esté posicionado mas arriba en la cadena tréfica. Por otra parte, en la
misma investigacion se encontrd que el mercurio en sedimentos era mayor en época de
lluvia que en época seca, lo cual es explicado con la removilizacion de sedimentos
fluviales por turbulencias asociadas con eventos de escorrentia; por ello, se recomienda a
su vez realizar un estudio de los efectos en bioindicadores por el mercurio en sedimentos
en época de lluvia. Asimismo, segun Chen et al. (2012), hay estudios que confirman que
los metales tienen tendencia a depositarse en sedimentos con mayor facilidad, y a su vez
aguas con alta probabilidad de contaminaciéon por mercurio obtienen concentraciones
bajas; es por esta razén que, se determina que la cantidad de mercurio se refleja mejor en
los sedimentos en cuerpos acudticos. Por tal motivo, se recomienda hacer un estudio de
los efectos del mercurio en sedimentos del &rea de estudio con P. innesi.

Aun cuando se presentaron efectos ecotdxicos en los P. innesi, las CLsoy CEsoal ser altas
demostraban que en el rio Madre de Dios, la concentracion del Hg presente no era
altamente toxico. Esto pudo haber sido por el tamafio del rio en estudio, el cual cuenta
con un largo de 100 km con un ancho de 200 m, en promedio; no obstante, el cauce del
rio puede exceder los 500 m de ancho en la desembocadura del rio Colorado con el rio
Madre de Dios (Ministerio de Vivienda, 2016). Sin embargo, el punto AS-03, que se
encontraba en una zona minera, presentaba mayor toxicidad en comparacion con los
puntos AS-01 y AS-02 que también se encontraban en una zona minera de mayor
magnitud. Eso podria explicarse por la cercania que también tenia con el puerto del centro

poblado Boca Colorado, el cual a comparacion del punto AS-04 (en la zona del puerto),
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podria tener descargas de aguas residuales domésticas y comerciales de la poblacion
(Ministerio de Vivienda, 2016), como se encontr6 en el estudio de Loza y Ccancapa
(2020).

Estos factores contaminantes alternos a la contaminacion por la mineria ilegal pueden
presentar efectos en los bioindicadores por otros metales pesados como el Pb, el cual
pasaba el ECA agua categoria 4 y, el As y Cu en sedimentos comparado con la 1ISQG.
Los efectos por intoxicacion de metales pesados en peces abarcan, endurecimiento del
cuerpo y descenso de la motilidad; estos sintomas son consecutivos al dafio en el balance
y finalmente por la caida del individuo en el fondo antes de la muerte (Tomailla y

lannacone, 2018).

CONCLUSIONES
El presente estudio encontr6 que Daphnia magna no evidencio toxicidad en agua
superficial y sedimento; sin embargo, Paracheirodon innesi si evidencié toxicidad con
efectos letales y subletales. Asimismo, el punto de muestreo AS-03 fue el mas toxico de
los cuatro puntos de agua superficial; no obstante, segun los grados de toxicidad, clasifica
como levemente tdxico. Por ultimo, se encontré que el Hg no pasa los valores de ECA
agua de categoria 4; sin embargo, otros metales como el Pb, As y Cu si sobrepasan los
ECA de agua, por lo que se recomienda hacer un mayor analisis de otras fuentes de
contaminacion y sus efectos ecotoxicoldgicos en los organismos acuaticos del rio Madre

de Dios.
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Envio a revista cientifica Acta Bioldgica Colombiana

[ABC] Envio recibido

De: Hernan Mauricio Romero <rachiocol fchog@unal.edu.co>
Date: vie, 28 ene 2022 a la(s) 11:31

Subject: [ABC] Envio recibido

To: Doctor en Ciencias Biologicas José Alberto lannacone Oliver
<joseiannacone@gmail.com >

Doctor en Ciencias Bioldgicas José Alberto lannacone Oliver:

Gracias por enviarnos su manuscrito "EFECTOS ECOTOXICOS DEL MERCURIO Y OTROS
METALES PESADOS EN EL RIO MADRE DE DIOS, PERU USANDO Daphnia magna
(DAPHNIIDAE) Y Paracheirodon innesi {CHARACIDAE)" a Acta Bioldgica Colombiana.
Gracias al sistema de gestion de revistas online que usamos podra seguir su progreso a
través del proceso editorial identificandose en el sitio web de la revista:

URL del manuscrito:
hitps://revistas.unal.edu.co/index.php/actabiol/authorDashboard/submission/100746
Nombre de usuaria/o: iannacone

Si tiene cualquier pregunta no dude en contactar con nosotros/as. Gracias por tener en
cuenta esta revista para difundir su trabajo.

Hernan Mauricio Romero
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comiTé INsTiTucionaL DEETICAEN  (C|ENTIFICA

INVESTIGACION CON ANIMALES Y UNIVERSIDAD CIENTIFICA DEL SUR
BIODIVERSIDAD

Constancia N° 22-CIEI-AB-CIENTiFICA-2019
El presidente del Comité Institucional de Etica en Investigacion con Animales y

Biodiversidad de la Universidad Cientifica del Sur (CIEI-AB-CIENTIFICA) da constancia
que el proyecto de investigacion, cuyos datos se registran a continuacion, ha sido

aprobado.

Caodigo de registro: 081-2018-PRE11

Titulo: Efectos ecotoxicos del mercurio por la mineria en el
rio Madre de Dios (Madre de Dios — Lima - Peru)
empleando Daphnia magna y Paracheirodon innesi

Investigadoras: Esther Méniz Oshiro

La aprobacién del proyecto de investigacion implica que el documento presentado a
evaluaciéon cumple con los lineamientos de Universidad en materia de investigacion y
ética, los cuales se sustentan en la normativa internacional vigente.

En tal sentido, esta aprobacion carecera de valor si es que el proyecto de investigacion
arriba indicado es modificado de cualquier forma. Toda enmienda, afiadido, eliminacion
o eventualidad (eventos adversos, etc.) posterior a la fecha de aprobaciéon debe ser
reportado al CIEI-AB-CIENTIFICA.

La vigencia de la aprobacion de este documento es de dieciocho (18) meses (hasta el
25 de setiembre del 2020), periodo en el que puede desarrollarse el proyecto. Cualquier
tramite para su renovacion debera ser enviado antes del término de la vigencia de este
documento, debiendo suspenderse todo desarrollo hasta que la renovacién sea
aprobada.

Villa El Salvador, 26 de marzo de 2019

de Etica en
|nvesti93°"°“

con Animales ¥

Biodiversidad

Presidente
Comité Institucional de Etica en Investigacién
con Animales y Biodiversidad

T /(51 610 6400 Campus
o Panamericana Sur
www.cientifica.edu.pe km 19 - Lima 42
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RESOLUCION DIRECTORAL ACADEMICA DE CARRERA N° 054-2019-DACIA-DAFCA-CIENTIFICA

FACULTAD DE CIENCIAS AMBIENTALES / CARRERA DE INGENIERIA AMBIENTAL
Lima 10 de abril de 2019

VISTO:

El informe de revision independiente académica y la aprobacién de un Comité de Etica del
proyecto de tesis titulado: Efectos ecotéxicos del mercurio por la mineria en el rio Madre de
Dios (Madre de Dios - Lima - Perd) empleando Daphnia Magna y Paracheirodon Innesi,
presentado por:

e Esther Méniz Oshiro

CONSIDERANDO:

Que, de acuerdo al Reglamento General de la Universidad Cientifica del Sur y los reglamentos
de pregrado para obtener el titulo profesional de Ingeniera Ambiental en la Facultad de
Ciencias Ambientales, se debe desarrollar un trabajo de investigacion.

Que, de acuerdo a la normativa vigente de la Universidad Cientifica del Sur, en uso de las
atribuciones conferidas al Director Académico de Carrera.

SE RESUELVE:

Aprobar e inscribir el proyecto de tesis titulado: Efectos ecotéxicos del mercurio por la mineria
en el rio Madre de Dios (Madre de Dios - Lima - Perd) empleando Daphnia Magna y
Paracheirodon Innesi, con N° de registro: 081-2018-PRE11, y establecer el inicio del periodo de
ejecucion del mencionado proyecto.

Nombrar al docente/colaborador Dr. José Alberto lannacone Oliver como asesor para el
desarrollo de la tesis en cuestién.

Mg. Gonzalo Francis\cm%oca

. e Vs
Directér Académico dé Carrera
Ingehieria Ambiental

T Campus

www.cientifica.edu.ps
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