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RESUMEN

Ecuador, desea convertirse en un pais explotador de recursos minerales a gran
escala. Sin embargo, la mineria es considerada una actividad de elevado riesgo
ambiental. La actividad minera se encuentra relacionada con la degradacion del
ecosistema provocado por una alta cantidad de solidos suspendidos, y metales
pesados totales. En ciertos casos los metales presentes se encontraran
biodisponibles para el consumo de la biota, lo cual puede desencadenar
problemas en todo el ecosistema acuatico, asi como la pérdida de servicios
ambientales, bioacumulacién, y alteracion en las caracteristicas fisicoquimicas
medio provocando la acidificacion o salinizacion. El aumento de la salinidad en
los macroinvertebrados acuéticos, da paso a un estrés fisicoquimico, debido a
gue es necesario un mayor gasto de energia para mantener los niveles de
salinidad estables. En el presente estudio se propuso determinar los cambios
letales y fisiolégicos de la salinidad en la familia Chironomidae, ademas de los
posibles cambios sobre la concentracion de clorofila, mediante la
implementacion de microcosmos. Se evalud los efectos de las concentraciones
de 0, 500, 1000 y 2000 mg/l de Na,SO,, valores determinados mediante el
analisis de cuerpo hidricos con influencia minera. Al cabo de cinco dias de
exposicion de las larvas a la salinidad se obtuvo una mortalidad del 78% en la
concentracion mas elevada, también se evidencié un acelerado proceso de
emergencia y empupapiento. La concentracion de clorofila sufri6 una
disminucién significativa en las mas altas salinidades. Y, se constatd que el
incremento de la salinidad en el medio acuéatico provoca cambios en la

fisicoquimica del agua, especialmente el pH.

Palabras clave: mineria, salinidad, quironébmidos, efectos subletales,

mortalidad, perifiton, clorofila, cambios fisicoquimicos.



ABSTRACT

Ecuador wants to become a country that exploits mineral resources on a large
scale. However, mining is considered a high environmental risk activity. Mining
activity is related to ecosystem degradation caused by a high amount of
suspended solids, and total heavy metals. In certain cases, the metals present
will be bioavailable for biota consumption, which can trigger problems in the entire
aguatic ecosystem, as well as the loss of environmental services,
bioaccumulation, and alteration in the average physicochemical characteristics
causing acidification or salinization. The increase in salinity in aquatic
macroinvertebrates gives way to physicochemical stress, since a greater
expenditure of energy is necessary to maintain stable salinity levels. In the
present study it was proposed to determine the lethal and physiological changes
of the salinity in the Chironomidae family, besides the possible changes on the
chlorophyll concentration, by means of the implementation of microcosms. The
effects of Na,S0, at concentrations of 0, 500, 1000 and 2000 mg/l were
evaluated. These values were determined through the analysis of water bodies
with mining influence. After five days of exposure of the larvae to salinity, a 78%
mortality was obtained in the highest concentration, and an accelerated
emergency process was also evidenced. The concentration of chlorophyll
suffered a significant decrease in the highest salinities. And, it was found that the
increase in salinity in the aquatic environment causes changes in the

physicochemistry of the water, especially the pH.

Keywords: mining, salinity, chironomids, sublethal effects, mortality, periphyton,
chlorophyll, physicochemical changes.
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1. CAPITULO I. INTRODUCCION

1.1. Antecedentes

La mineria se define como una actividad econdmica que comprende un conjunto
de técnicas y procesos que se relacionan con el descubrimiento y explotacion de

yacimientos minerales (Ministerio de Minas y Energia, 2015).

Durante siglos la extraccion minera ha sido considerada como una fuente de
altos ingresos econdmicos para quien los explota, asi como también, ha llegado
a significar preocupaciéon medioambiental y social en los sitios en los que se
desarrolla. Este malestar se ha ido incrementando en los ultimos afios, dada la
creciente demanda de minerales y metales, puesto que, esto se relaciona con el
incremento en la contaminacion en las matrices ambientales (Ossa-Moreno et
al., 2018). En las zonas de explotacidbn de metales, existen afectaciones al
bienestar de los ecosistemas terrestres y acuaticos de las cuencas hidrograficas
(Sairinen, Tiainen, & Mononen, 2017).

Se estima que las actividades mineras en Latinoamérica se han desarrollado
entre los siglos XVIy XIX, a partir de la época de la conquista europea, en la que
se extrajeron alrededor de 1, 685 toneladas métricas de oro y se calcula que
alrededor de 50,000 toneladas métricas de mercurio fueron necesarias para
realizar su extraccion. Estos hechos histéricos hicieron que los pueblos
latinoamericanos sean considerados como exportadores de recursos naturales
(Brain, 2017).

Los rios en los paises andinos poseen una estrecha relacion con las
comunidades humanas que habitan cerca de este recurso, por lo cual la actividad
minera impacta tanto de manera positiva como negativa en la vida de estas

personas. La mineria trae consigo una nueva forma de obtener recursos



econdmicos, pero también puede reducir las entradas econdmicas provenientes
del aprovechamiento directo o indirecto de los recursos que proporcionan los
cuerpos hidricos (como la pesca), ademas la contaminacion de fuentes hidricas
perjudica a la ganaderia y agricultura local (Brain, 2017).

El agua, es un recurso fundamental para llevar a cabo los procesos mineros; se
estima que, para producir una onza de oro, se requieren 8,000 litros de agua
(Kuhn, 2011). De este elevado consumo agua es que nace la preocupacion de
abordar los efectos de la mineria en los ecosistemas acuaticos, dado que esta
actividad trae consigo disminucion en la calidad y cantidad de agua en rios, lagos
y aguas subterrdneas, por lo cual es un tema de importancia global (Mhlongo,
Mativenga, & Marnewick, 2018). Estudios demuestran que la actividad minera en
un afluente genera un aumento en la turbidez, debido a la alta cantidad de sélidos
suspendidos y sedimentables, existe evidencia también de un incremento en la

cantidad de metales pesados totales (Bjerklie & LaPerriere, 1985).

Ecuador, en las ultimas décadas se ha posicionado a nivel mundial como un pais
poseedor de grandes reservas minerales, que no ha sido capaz de explotar a
gran escala. Por lo que en el pais se ha decidido desarrollar cinco proyectos
mineros a gran escala, estos proyectos son: Fruta del Norte, Mirador, Rio Blanco,
Loma Larga, San Carlos Panantza (Ministerio de Mineria, 2018).

Actualmente la mineria en Ecuador se considera en su mayoria artesanal. Su
inadecuada gestion de desechos, junto con la extraccién de minerales de manera
rustica, ha ocasionado contaminacion hidrica provocada principalmente por la
escorrentia de residuos mal almacenados, ademas del vertido ilegal de
desechos mineros en afluentes cercanos (Avci, 2017) Debido a la ineficiente
gestion de desechos mineros, los metales ingresan como complejos disueltos e
iones relacionados con los solidos en suspension (Adler Miserendino et al., 2013;
Hakan Tarras-Wahlberg et al.,, 2000). En ciertos casos los metales se
encontraran biodisponibles para el consumo de la biota, lo cual puede

desencadenar problemas en todo el ecosistema acuatico, asi como la pérdida



de servicios ambientales, bioacumulacion, reduccion de biodiversidad, ademas
de la variacién en las caracteristicas fisicoquimicas del medio provocando la

acidificacion o salinizacion (Tarras-Wahlberg, Flachier, Lane, & Sangfors, 2001).

La acidificacion es la disminucion de pH, lo cual desata un incremento de iones
metalicos; la acidificacion afecta al desarrollo de la fauna acuética, como a
ciertas especies de macroinvertebrados que son altamente sensibles a niveles
bajos de pH (Li et al., 2018).

Por otro lado, la salinidad se define como la cantidad total de iones disueltos
presentes en el agua o suelo y representan la capacidad de transmitir corriente
eléctrica, también conocida como conductividad eléctrica (Cafiedo-Argielles et
al., 2012). La salinidad es causada principalmente por la presencia de los iones
de Na+, Ca?*, Mg?*, K+, Cl—, S05~,C05~ y HCO3 (Cafedo-Arguelles et al., 2013).
La presencia de estos iones en el agua de manera natural tienen origen en tres
principales fuentes: la primera es la proviene de la meteorizacion de la cuenca
hidrografica, la segunda es provocada por el ingreso de sales en forma de
aerosol, la misma que es caracteristica de zonas costeras, y una tercera fuente
tiene lugar por el ingreso de pequefias cantidades de sales disueltas en el agua
de lluvia como consecuencia de la evaporacién de agua de mar (Cafiedo-
Arguelles et al., 2012).

Las actividades antropicas son consideradas una fuente secundaria de salinidad
en el medio acuatico, esta de gran preocupacién dada la gran cantidad de iones
que ingresan al medio y que generan riesgos para la biodiversidad, asi como
también compromete los servicios ambientales de los cuerpos hidricos. Entre las
principales actividades que son consideradas como una fuente de salinizacion
secundaria, se encuentran, el riego en la agricultura y la actividad minera
(Canedo-Arguelles et al., 2013).

De acuerdo con estudios realizados, se sabe que los macroinvertebrados de los

ecosistemas acuaticos dulces son sensibles a niveles elevados de salinidad, ya



gue los organismos en un medio no perturbado son capaces de mantener niveles
de salinidad interna. Se ha identificado que el aumento de iones disueltos ha
significado un nuevo factor de estrés, capaz de alterar la comunidad bi6tica tanto
en su riqueza como en su composicion (Vander Vorste et al., 2019). Por otro
lado, cuando los niveles de sal en el medio acuético incrementan, los
invertebrados necesitan gastar mas energia para expulsar los iones en exceso y
poder mantener sus niveles de salinidad internos normales (Cafiedo-Argielles
et al., 2013). Cuando el contenido de sal es extremadamente alto, la capacidad
osmoregulatoria del organismo puede colapsar, causando dafio celular o la

muerte (Carver et al., 2009).

Dentro del grupo de macroinvertebrados acuaticos, se considera a la familia
Chironomidae como los organismos de mas alta distribucion y frecuencia en
ecosistemas de agua dulce (Cranston, 1995). Esta familia se caracteriza por
habitar en varias regiones zoogeograficas, y ademas habitar en amplios rangos
de pH, oxigeno disuelto y salinidad (Smolders, Lock, Van der Velde, Medina
Hoyos, & Roelofs, 2003). Los quirondmidos desempefian un papel fundamental
en las cadenas troficas tanto acuaticas como terrestres dada su extensa
abundancia y riqueza dentro del ecosistema (Zinchenko & Golovatyuk, 2013).
Debido a estas caracteristicas, sumado a su ciclo de vida corto, ademas de la
sencilla identificacion de sus estadios de crecimiento, los convierte en
organismos factibles para ser usados en ensayos toxicolégicos (Beermann,
Zizka, Elbrecht, Baranov, & Leese, 2018). Se ha identificado que la salinidad en
quironémidos afecta principalmente a la tasa de desarrollo y a la supervivencia;
los niveles altos de salinidad se han visto relacionados con la ovoposicion y la
colonizacion (Carver et al., 2009). De acuerdo con el estudio realizado por
Hassell, Kefford, & Nugegoda (2006) se logré establecer una relacion entre los
niveles de salinizacion elevados con procesos de desarrollo mas prolongados, lo
cual provoca un ciclo de vida de mayor duracion con un posible efecto sobre

sobre la dinAmica reproductiva.



1.2. Alcance

El presente estudio identificO los posibles efectos de la salinidad en
quironémidos. Esto se logré mediante la simulacion de un ecosistema acuatico
(microcosmos) bajo condiciones controladas en laboratorio y variaciones en las
concentraciones de salinidad. Los resultados obtenidos contribuyen a la
generacion de informacién sobre las afectaciones que producen las actividades

mineras en los ecosistemas acuaticos.

1.3. Justificacion

Ecuador, actualmente no ha sido generador de estudios suficientes en cuanto a
afectaciones ambientales relacionadas a la mineria; esto en gran parte, debido
a que el pais hasta el momento se ha caracterizado por tener una extraccion de
minerales de forma artesanal e ilegal (Avcl, 2017), lo cual dificulta evaluar el dafio

ambiental en las zonas de influencia de la mineria.

La actividad minera causa contaminacion en todas las matrices ambientales
(agua, suelo, aire) provocando agotamiento de recursos no renovables, asi como
dafio en el paisaje, pérdida de habitat, contaminacién en aguas superficiales y
subterraneas (Fugiel, Burchart-Korol, Czaplicka-Kolarz, & Smolinski, 2017). Uno
de los mayores problemas que genera la mineria es el vertido o escorrentia de
residuos mineros, provocando graves impactos ambientales a las comunidades

acuaticas (Kefeni, Msagati, & Mamba, 2017).

Los macroinvertebrados acuaticos son considerados una parte importante de los
ecosistemas de rio, porgue forman parte de la biomasa animal existente en un
cuerpo hidrico, ademas de ser participes de la transmisién de energia dentro de
la cadena trofica (Ladrera, 2012). La importancia de los macroinvertebrados
radica en que son usados como bioindicadores de calidad agua (Prat, Rios,
Acosta, & Rieradevall, 2009).



La presente investigacion tiene como objeto identificar los posibles efectos
letales y subletales en la Familia Chironomidae debido a la exposicion a
diferentes niveles de salinidad en el agua. Este estudio nace, debido a la
creciente preocupacion existente en pais, ya que Ecuador planea convertirse en
un pais extractor de minerales a escala industrial, dejando de lado las
consecuencias medio ambientales y sociales que esta actividad traeria a las
zonas cercanas. Es asi como el presente trabajo desea contribuir a la generacién
de informacion sobre los efectos que poseen las actividades mineras en los

macroinvertebrados acuaticos, representados por la familia Chironomidae.

1.4. Objetivos

1.4.1. General

Determinar los efectos de la salinidad en la Familia Chironomidae en un sistema

acuatico artificial.

1.4.2. Especificos

° Evaluar el contenido de salinidad en rios con influencia minera.

e Determinar los efectos letales y subletales en quirondmidos a diferentes

concentraciones de sulfato de sodio.

2. CAPITULO Il. MARCO TEORICO

2.1.Contaminacion de rios



El estado en el que un cuerpo hidrico se encuentra, esta relacionado con las
actividades antropogénicas que se desarrollan a su alrededor, asimismo con la
forma en la que éstas fuentes son manejadas por los gobiernos al mando (Zhao,
Zhou, Dong, & Dai, 2019). La salud de un rio puede representarse en base a su
funcién ecoldgica y biodiversidad; el deterioro de estos factores se debe
principalmente al crecimiento poblacional y la industrializacion, dichos procesos
han ido incrementando a lo largo de los afios, obteniendo como resultado
diferentes problemas ecolégicos, ademéas de una reduccion en la calidad del
agua (Ma, Luo, Yang, Lu, & Fan, 2019).

Actividades humanas como, la construccion de presas, el consumo
desmesurado de agua, el desvio del curso natural de un rio, da como
consecuencia cambios en el ciclo hidrologico natural (Zhao et al., 2019). Debido
a los impactos ocasionados por las actividades antropogénicas, se estima que
en mas del 99.8% de los rios alrededor del mundo sufren afectaciones no solo
en la calidad del agua, sino también, se registran afectaciones en los ciclos
biogeoquimicos y los procesos de nutrientes en los ecosistemas acuéticos (Bu,
Song, & Zhang, 2019). Debido a que la agricultura es una actividad econémica
predominante en las zonas rurales, el uso de fertilizantes y pesticidas aumenta
la posibilidad de eutrofizacion en un rio (Hooda, Edwards, Anderson, & Miller,
2000), mientras que en zonas urbanas que son altamente pobladas y con
influencia de actividades del tipo industrial, la falta de plantas de tratamiento de
aguas residuales ocasiona una alta contaminacion de los rios (Massoud, El-
Fadel, Scrimshaw, & Lester, 2006).

El deterioro en la calidad del agua limita su uso, dando como resultado escasez
de este recurso, por ello es necesario establecer estrategias de manejo del
recurso hidrico, para asi contrarrestar o prevenir los posibles impactos a largo
plazo Osobre la biodiversidad y servicios ecologicos (Kuemmerlen, Reichert,
Siber, & Schuwirth, 2019).



2.2.Mineria

En el mundo actual, el crecimiento poblacional y el avance tecnolégico ha dado
como resultado un incremento en la demanda de metales, sin embargo, es
necesario tener presente que los minerales son recursos limitados, y por ello en
un futuro cercano se prevé un déficit en el suministro de estos recursos
(Leppanen, Weckstrom, & Korhola, 2017). A pesar de suimportancia, la industria
minera es considerada una actividad de elevado riesgo ambiental, dado que se
encuentra relacionada con la degradacion del ecosistema y contribuye a un
aumento de metales pesados en el medio ambiente, (Martinez, Torres, dos
Santos, & Moens, 2018). Es por ello que es necesario considerar sus impactos
sobre la hidrologia, la biodiversidad y las comunidades cercanas (Lechner et al.,
2017). La mineria se caracteriza por ser una de las fuentes mas intensivas de
alteraciéon ambiental y social, tanto de manera temporal como el cambio en el

paisaje natural de manera irreversible (Hilson, 2002).

El desarrollo de la actividad minera consta de tres fases, las cuales incluyen: la
exploracién, extraccién y cierre. Los impactos ambientales se producen
principalmente al cabo de haber iniciado la extraccion de minerales y una vez
que el recurso empieza a agotarse (Rankin, 2011). En la fase de cierre se
plantean alternativas para la recuperacion del paisaje, sin embargo, en ciertos
casos no existen soluciones viables que permitan manejar la contaminacién
causada por esta actividad, en este caso las empresas mineras deben gestionar

estos pasivos ambientales de manera permanente (Lechner et al., 2017).

El sector minero impacta al medio ambiente con la contaminacion del aire y la
eliminaciéon de residuos, dando lugar a dos tipos de preocupaciones
medioambientales, tales como el agotamiento de los recursos no renovables y el
dafio al medio ambiente, en este ultimo aspecto se han identificado impactos

negativos en los habitats naturales, asi como también, dafio en el paisaje,



contaminacion del aire, suelo, aguas subterraneas y superficiales (Fugiel,
Burchart-Korol, Czaplicka-Kolarz, & Smolinski, 2017).Uno de los mayores
problemas con la actividad minera, es la descarga no controlada de aguas
residuales lo cual significa una fuente importante de contaminacién en aguas
superficiales, causando graves impactos ambientales en las comunidades

acuaticas (Kefeni, Msagati, & Mamba, 2017).

2.3.Mineria en Ecuador

La época colonial en América del Sur trajo consigo un incremento en la
extraccion de minerales como el oro, plata, entre otros (Betancur-Corredor,
Loaiza-Usuga, Denich, & Borgemeister, 2018), esto debido a un incremento en
la demanda mundial de estos recursos. A pesar de que la actividad minera
genera elevados ingresos para los paises latinoamericanos, existe un
descontento general en la poblacion, causado por el deterioro ambiental y una
inadecuada redistribucion de los recursos (Helwege, 2015).

En paises como Chile, Peru y Bolivia la mineria representa entre el 1% y 3% de
su Producto Interno Bruto (PIB), a pesar de ello, la relacion entre la generacién
de empleo, las regalias e impuestos destinados a los paises extractivistas posee
un impacto econémico bajo; sin embargo, estos antecedentes no han podido
hacer que los gobiernos de turno sean atraidos por el incremento en el valor de

minerales como oro, cobre, zinc, plomo, molibdeno (Helwege, 2015).

En el caso ecuatoriano, se tiene registros que demuestran que antes del afio
2007 el pais era exportador de bajas cantidades de oro, sin embargo, el
descubrimiento de uno de los yacimientos mas grandes de oro y plata en
América Latina, atrajo la atencién de varios inversionistas hacia Fruta del Norte
(Acquatella, 2013). El gobierno de Ecuador ha buscado promover la actividad

minera como una actividad necesaria para el desarrollo, por ello se ha planteado
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grandes proyectos mineros, ubicados principalmente en la regién sur del pais,
estos proyectos pretenden la extraccion de cobre y oro principalmente (Vela-
Almeida, Kolinjivadi, & Kosoy, 2018). La extraccion minera se pretende realizar
respetando los derechos de la naturaleza proclamados en la constitucion del afio
2008, mediante la implementacién de politicas de compensacion y respetando

garantias constitucionales como el “Buen vivir’ (Valladares & Boelens, 2019).

En la actualidad la mayoria de las actividades mineras realizadas en Ecuador
son del tipo artesanal. Las actividades extractivas de este tipo, se caracterizan
por la implementacion de procesos rudimentarios; comunmente esta actividad es
realizada de manera informal e ilegal principalmente en &areas rurales
(Goncalves, Marshall, Kaplan, Moreno-Chavez, & Veiga, 2017). Las jornadas
laborales son realizadas frecuentemente sin ningun tipo de proteccion ambiental

o laboral (Pavilonis, Grassman, Johnson, Diaz, & Caravanos, 2017).

La mineria artesanal de oro es la principal técnica de extraccidén de este recurso,
dado que representa el 85% de la produccion total del pais (Gongalves et al.,
2017). Se ha identificado que la actividad minera artesanal tiene una fuerte
presencia en Chinapintza y Nambija en Zamora Chinchipe, Ponce Enriquez en
Azuay, Zaruma y Portovelo en El Oro (Sanchez-Vazquez, Espinosa-Quezada, &
Equiguren-Riofrio, 2016). Las zonas que extraen de manera ilegal metales como
el oro poseen altos indices de violencia, inseguridad e inmigracion (Hinton,
Veiga, & Veiga, 2003). En cuanto a las afectaciones al medioambiente existen
altos niveles de ruido, ingreso a las fuentes hidricas de elementos téxicos como
el mercurio o cianuro, inestabilidad en laderas debido a la construccién ilegal de

tuneles.

Los centros de procesamiento de metales, principalmente oro, buscan
establecerse cerca de un cuerpo hidrico. Dada la naturaleza ilegal de estas

actividades en el pais, estos centros clandestinos instalan piscinas de relave, las
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gue contienen altas cantidades de agua, estos relaves son descargados al rio

mas cercano de manera directa, frecuentemente (Goncalves et al., 2017).

2.4.Efectos de la mineria sobre la biota acuéatica

Las aguas subterraneas y superficiales se pueden ver afectadas por el manejo,
almacenamiento, disposicion de residuos mineros, remocion de tierra, descargas
de aguas residuales, el manejo y almacenamiento de productos quimicos y
combustibles (Jain et al., 2016). Entre los efectos de las actividades mineras
sobre los cuerpos hidricos incluye, solidos en suspension, metales pesados,
contaminacion por aceites (Bansah, Dumakor-Dupey, Kansake, Assan, & Bekui,
2018).

La presencia de altas cantidades de sdlidos suspendidos altera el correcto
funcionamiento de los ecosistemas acuéticos, este factor tiene relacion con la
destruccion del habitat para organismos bentonicos, como consecuencia la
comunidad bentdnica presenta disminuciones en su abundancia, diversidad y
riqueza (Costas, Pardo, Méndez-Fernandez, Martinez-Madrid, & Rodriguez,
2018); se ha determinado ademas que existe una relacion con la pérdida en la
capacidad de almacenamiento de los cuerpos de agua, disminucién en los
niveles de pH, y un incremento en los niveles de DBO (Demanda Bioquimica de
Oxigeno) (Bansah et al., 2018; Jain et al., 2016). Las altas cantidades de
sedimentos incrementan los niveles de turbidez, dando como resultado, una
disminucién en la cantidad de luz que penetra dentro de un cuerpo hidrico, lo
cual afecta principalmente sobre los productores primarios ya que los imposibilita
al realizar procesos de fotosintesis; estas afectaciones tienen consecuencias
sobre toda la cadena trofica acuatica, puesto que da como resultado una
disminucién en la cantidad de comida disponible para el consumo de
macroinvertebrados y para la poblacion de peces que consumen de ellos

(Younger et al., 2003). Los organismos acuaticos son altamente sensibles a



12

pequefios cambios de pH y temperatura, lo cual impacta en negativamente en
factores como reproduccion, tasas de crecimiento y mortalidad (Jain et al., 2016).
Niveles de pH desfavorables incrementan la toxicidad de ciertos compuestos
(Younger et al., 2003).

La actividad minera es considerada una de las actividades antropogénicas que
adiciona altas cantidades de metales pesados a los ecosistemas acuaticos
(Shulkin, Chernova, Khristoforova, & Kozhenkova, 2015), la contaminacion por
metales pesados ha llamado la atencion, debido a su toxicidad, abundancia,
persistencia y su posterior acumulacion en los ecosistemas acuéticos (Zhang et
al., 2018). Una vez los metales presados entran a un efluente pueden ser
transportados varios kilometros aguas abajo desde su punto de emisién, donde
da lugar a procesos fisicoquimicos que pueden contrarrestar los efectos
adversos de esta contaminacion (Shul’kin et al., 2015). Los procesos fisicos que
se dan lugar son adveccion, dilucion, dispersion y sedimentacién; en cuanto a
los procesos quimicos que se dan lugar son precipitacion, adsorcién o
suspensién de particulas (Salomons, 1995). Cuando los metales pesados
ingresan a un rio en forma de particulas, existirAn procesos de dilucion y
transporte, con lo cual pueden ser adsorbidos y depositarse en el fondo de los
sedimentos del cuerpo hidrico (Audry, Schéfer, Blanc, & Jouanneau, 2004).
Entre los efectos de los metales sobre los ecosistemas acuaticos, se encuentran
afectaciones en la produccion primaria, el ciclo de nutrientes, procesos de
descomposicion, ademas de reduccion en la abundancia y diversidad de la biota
(Younger et al., 2003).

2.5. Efectos de la salinidad en rios por actividades mineras

La salinidad en el agua es medida como conductividad especifica o iones
disueltos totales (Zipper et al., 2016), el incremento de las concentraciones de

salinidad, se debe a la adicion de iones como Ca?*,Mn?* Nat,
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K*,Cl7,S0%7,C03~ y HCO; (Timpano, Zipper, Soucek, & Schoenholtz, 2018). El
cambio en la salinidad de un cuerpo hidrico receptor dependera de varios
factores, como la cantidad de iones disueltos en las aguas residuales, la
frecuencia en la que se realizan las descargas (continuas o intermitentes), la
cantidad de agua residual descargada y las condiciones que presente la corriente
de agua en el momento que la descarga es realizada (Hart, Bailey, |, et al., 1990).
El incremento de los niveles de salinidad en rios se debe principalmente al
desarrollo de actividades como agricultura y la descarga de aguas residuales
provenientes de actividades industriales y mineria (Timpano, Schoenholtz,
Soucek, & Zipper, 2015).

El incremento en la concentracion de iones disueltos en un cuerpo hidrico da
inicio a un estrés fisicoquimico en los ecosistemas acuaticos (Leite, Santos,
Ferreira, Canhoto, & Branco, 2019), dando como resultado efectos adversos
sobre la comunidad acuatica, la funcién del ecosistema Yy los servicios

ambientales que éstos prestan.

La cantidad de iones disueltos en el agua, se encuentra relacionado con una
disminucién en la diversidad de insectos acuaticos (Timpano et al., 2018),
ademas de la pérdida de taxones que son sensibles a la salinidad y la invasion
de especies no nativas que son tolerantes a niveles altos de salinidad (Piscart,
Moreteau, & Beisel, 2005), mediante estudios realizados se ha determinado que
la descomposicion de materia organica es una funcion que es sensible al

incremento de los niveles de salinidad (Sauer et al., 2016).

Los individuos que habitan ecosistemas de agua dulce y presentan variaciones
de salinidad en su entorno, son propensos a perder la capacidad de
osmorregulacion interna, lo cual implica que un organismo debe gastar grandes
cantidades de energia debido al esfuerzo realizado para poder ejecutar las

adaptaciones morfologicas y fisiol6gicas necesarias que le permitan sobrevivir,
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en varias ocasiones este gasto de energia, da como resultado la muerte del

individuo (Cartier, Claret, Garnier, & Franquet, 2011).

En una poblacion acuética las variaciones de salinidad estan relacionadas con
la reduccion de la permeabilidad epitelial, con lo cual existe una disminucion en
la difusion pasiva y la energia necesaria para los procesos de osmorregulacion,
ademas se relaciona con una disminucion en el consumo de oxigeno y las tasas
de crecimiento de varios individuos, estos efectos pueden ser letales

provocando la extincién de esa poblacion (Beermann, Elbrecht, et al., 2018).

Los efectos de la salinidad a nivel de comunidad son variados, por ejemplo, la
comunidad microbiana se ve afectada en la mineralizacion de materia organica,
en el ciclo de nutrientes y el flujo de energia en la cadena trofica. Ademas de
ello, varios estudios sugieren que los macroinvertebrados son los organismos
acuaticos que mas sensibles son a los niveles elevados de salinidad (Hart,
Bailey, Edwards, et al., 1990), viéndose afectada la abundancia, reduccion de

diversidad y riqueza (Leite et al., 2019).

De acuerdo con la legislacion ecuatoriana vigente el limite maximo permisible
para descargas a cuerpos de agua dulce son 1000 mg/l de cloruros y sulfatos
(Anexo 1).

2.6.Familia Chironomidae

Los quironomidos se encuentran ampliamente distribuidos a nivel mundial, se ha
registrado la presencia de estos insectos tanto en ecosistemas de agua dulce
como salda, siendo mas comunmente encontrados en aguas dulces (Murrieta,
Najar, & Alcantara, 2016), habitando asi, una gran variedad de habitats de agua

dulce como arroyos, lagos y lagunas (Lerner et al., 2008).
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Las larvas de quironomidos son uno de los principales componentes de los
sistemas acuaticos, puesto que posee una alta diversidad en todo tipo de
ecosistema acuético, ademas la densidad poblacional de ciertas especies podria
representar en miles de individuos por metro cuadrado (Bolshakov, 2015).
Debido a su alta densidad poblacional, los quiron6midos son una importante
fuente de alimento tanto para animales acuaticos como terrestres (Rech,

Guereschi, Torres, & De Oliveira Nufier, 2014).

La diversidad de condiciones ambientales en las que estos individuos se
encuentran es la mas variada, comparada con cualquier otro tipo de insectos
acuaticos, se considera que esta cualidad puede estar relacionada con
adaptaciones fisicas y morfoldgicas (Canteiro & Albertoni, 2011a). La capacidad
de estos individuos para sobrevivir bajo ciertas condiciones ambientales como
bajos niveles de pH, diferentes niveles de oxigeno disuelto, amplio rango de
temperatura y salinidad, se debe particularmente a ciertas adaptaciones
fisiolégicas, lo cual ha provocado modificaciones en sus caracteristicas

morfolégicas (Sahragard & Rafatifard, 2010).

Se ha establecido que los quirondmidos poseen cuatro estadios larvarios, la
duracion de cada uno de ellos varian segun la especie, sin embargo el ciclo de
vida de los quironémidos es relativamente corto, ya que se estima que viven un
total de 15 dias aproximadamente, esto dependiendo de factores ambientales,
como la temperatura (Canteiro & Albertoni, 2011). Las larvas, una vez culminado
el segundo estadio se convierten en pupas, las cuales nadan hacia la superficie
y se despojan de la exuvia larval, una vez culminada esta metamorfosis las larvas
se convierten en adultos y dejan la superficie acuatica para poder emergerer en
forma de mosca (Lerner et al., 2008). Debido a que los individuos al momento de
convertirse en moscas no son capaces de ingerir alimentos (Lerner et al., 2008;
Rech et al., 2014), el ciclo de vida de los quirondmidos en fase adulta es de corta
duracion, etapa en la cual el macho después de aparearse muere, y las hembras

descienden a la superficie del agua para poder ovopositar, los huevos son masas
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gelatinosas que protegen a los huevos del exterior, estas masas pueden
contener alrededor de 600 huevos, cifra que varia de acuerdo a la especie; las
masas de huevos precipitan al fondo del sustrato acuatico, en donde empezara
nuevamente el ciclo de crecimiento de larvas (Murrieta et al., 2016).

En el primer estadio, las larvas requieren un sustrato el cual les permita
mantenerse fijas en é€l, en la fase siguiente, las larvas construyen una especie
de tubos con particulas del sustrato, las cuales son unidas mediante la utilizacion
piezas bucales y la secrecion de una sustancia producida en las glandulas
salivales (Rech et al., 2014). La habilidad de las larvas de quirondmidos para
construir estos tubos, los hace menos propensos a ser depredados, ademas de
reducir el riesgo muerte ante la presencia de compuestos téxicos (Sahragard &
Rafatifard, 2010).

La familia Chironomidae es sensible a varios tipos de contaminantes, ello y
debido al ciclo de vida corto, su amplia diversidad en los ecosistemas acuaticos,
y su facil mantenimiento bajo condiciones de laboratorio, los quironémidos han
sido identificados como buenos ejemplares para la ejecucién de bioensayos
(Bolshakov, 2015).

2.7.Efectos de la salinidad sobre los quironémidos

Los quironémidos han dado muestras de que pueden poseer tolerancia a
diferentes niveles de salinidad, hay algunos indicios de que las larvas se adaptan
al medio salino y pueden experimentar un aumento en la permeabilidad de la
membrana. Pese a que se registra una alta tolerancia, en presencia de altos
niveles de salinidad se ha registrado que son sensibles a bioacumular metales
pesados, lo cual afecta a la supervivencia y crecimiento de las larvas (Bidwell &
Gorrie, 2006).
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Debido a que los huevos poseen una membrana gelatinosa que los protege del
exterior, se ha identificado que son menos sensibles a los efectos de la salinidad,
pero se ha observado que, existe una menor cantidad de huevos, ello con el
finde obtener una incubacién exitosa y garantizar la supervivencia de los
individuos. Un factor que se ve afectado por la salinidad en quironémidos, es el
tiempo de desarrollo puesto que tiene una relacion directa con los niveles de
salinidad; es decir, mayor cantidad de sales determina un mayor tiempo de
desarrollo, especialmente en los estadios iniciales, este aumento en la duracién
en las etapas de desarrollo puede ser una causa de los requisitos de energia
necesarios para la realizacion de los procesos de osmorregulacion (Cartier et al.,
2011).

2.8. Perifiton

Perifiton también conocido como biopelicula es un micro ecosistema compuesto
por organismos autétrofos y heterotrofos (Wu, 2017). Perifiton es un importante
productor primario, ademas contribuye al ciclo de nutrientes (Naranjo,
Niswonger, Smith, Rosenberry, & Chandra, 2019) en ecosistemas acuaticos
poco profundos, conformado por invertebrados pequefios, algas verdes,
diatomeas y bacterias (Cao, Zhang, Sun, & Li, 2019; Ma, Chen, Lu, & Liao, 2019).
El perifiton se puede clasificar de acuerdo a diferentes sustratos naturales a los
gue se adhieren, como por ejemplo el epilitdon que se fija sobre piedras, el epifiton
sobre macrofitos, el epipsamon sobre arena y el epipeldn sobre sedimentos (Cao
et al., 2019). Los factores que influyen en la composicién del perifiton son: el
tiempo que se encuentran sumergidos, la corriente y composicién quimica del
agua, el sustrato, disponibilidad de nutrientes, fuente luminica (intensidad y

calidad) y temperatura del medio (Wu, 2017).

El tipo de sustrato es un factor considerado de gran importancia para el perifiton,
ademas del sustrato, se ha demostrado que, la disponibilidad de nutrientes como
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el nitrogeno y el fosforo, es un factor que limita el crecimiento del perifiton (Cao
et al., 2019). Un aumento en la tasa de crecimiento del perifiton se debe a varios
factores, como cambios en la calidad de agua, en la estructura del ecosistema o

aumento en los flujos de nutrientes (Naranjo et al., 2019).

Debido a su sensibilidad al cambio ambiental y a su importancia en la red
alimenticia en aguas dulces, el perifiton es usado como bioindicador, ya que, es
usado en evaluaciones ecolégicas de las condiciones ambientales, como la

calidad del agua y modificaciones hidrologicas (Mazzei et al., 2018).

2.9.Efectos de la salinidad sobre el perifiton

El perifiton se ve afectado rapidamente por la contaminacion debido a su ciclo
de vida corto (Pniewski & Sylwestrzak, 2018). La exposicion del perifiton a una
salinidad elevada puede provocar estrés osmotico, toxicidad idnica y limitaciones
en la absorciébn de nutrientes, por lo cual, estos efectos pueden alterar la
composicién de especies en la comunidad perifitica (Mazzei et al., 2018). Se ha
identificado ademés, que la salinidad inhibe la actividad fotosintética y la
absorcion de nutrientes esenciales (Lu & Vonshak, 2002), limita el crecimiento

de varias especies y reduce la tasa de crecimiento de algas (Gao et al., 2018).

3. CAPITULO lll. METODOLOGIA

3.1. Caracterizacion del agua de rios con influencia minera

Los sitios de muestreo de agua se establecieron en los Rios Pishashi y Chirapi,
ubicados en la parroquia de Pacto, provincia de Pichincha; esta zona fue elegida
porque, se tiene informacién de la presencia de mineria artesanal e ilegal en la

zona. Ademas de ello, se analizaron muestras de agua provenientes de una



19

empresa minera ubicada en la provincia del EI Oro, parroquia Loma de Franco.
Los analisis de las muestras de agua obtenidas de los puntos de muestreo
arrojaron rangos de sulfatos entre 4 y 135 mg/l, este andlisis fue realizado

mediante el método descrito por Bojaca (2007).

3.2.Preparacion de la fase de experimentacion

3.2.1. Sitio de recoleccion de larvas

La recoleccion del material necesario para realizar la fase de experimentacion
tuvo lugar en el Rio Alambi, el cual se encuentra ubicado en la parroquia rural
de Nono, cantdén Quito, provincia de Pichincha. El rio Alambi, pertenece a la

Subuenca del Rio Guayllabamba (Giacometti & Bersosa, 2006).

Figura 1. Rio Alambi. Sitio de recoleccion de larvas de quironémidos.

3.2.2. Seleccion de larvas de quirondmidos

Al iniciar la fase de experimentacion se deseé obtener larvas de quironémidos
criadas bajo condiciones de laboratorio, por cual se realizaron intentos de
reproduccion de quironémidos. A inicios del afio 2019 se realizé una primera
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salida de campo al Lago San Pablo, provincia de Imbabura; se realizo la
busqueda de larvas en agua y sedimentos, sin éxito alguno. Posterior a ello, se
realizé6 una segunda salida de campo al Rio Alambi, parroquia de Nono, en
donde se recolect6é piedras que se observaron contenian perifiton en su
superficie. Las piedras fueron llevadas a laboratorio en donde se realiz6 un
raspado y la mezcla obtenida fue colocada en una bandeja de plastico junto con
ceramicas. Al cabo del quinto dia se colonizacién se observo la presencia de
tubos de perifiton, lo cual indica la presencia de larvas de quironomidos. Cada
una de las ceramicas fueron observadas bajo un estereoscopio de manera diaria
por un tiempo de tres semanas, las larvas encontradas se colocaron en vasos
de precipitacion de un litro con agua de grifo reposada previamente por 24 horas
y constante aireacion. Aproximadamente 20 larvas de quironémidos se
colocaron en un vaso de precipitacion, las cuales fueron mantenidas con 12 de
luz y 12 de oscuridad, una temperatura de aproximadamente 18 °C, permanente
aireacion, las larvas fueron alimentadas con comida de para peces dos dias por
semana. Al cabo de aproximadamente cinco dias se empezaron a observar las
primeras larvas emergidas, esperando su posterior reproduccion. A pesar de que
varias larvas emergieron, el proceso de reproduccién entre ellas no fue exitoso,
por lo cual, el objetivo de obtener larvas criadas en condiciones de laboratorio no

pudo ser concretado.

Debido a las experiencias fallidas para la obtencién de larvas criadas bajo
condiciones de laboratorio, se procedié a realizar una nueva recoleccion de
piedras y agua en el Rio Alambi, ubicado en la parroquia rural de Nono. El
material obtenido fue traslado hasta el laboratorio de ambiental, ubicado en la

Universidad de las Américas.

Las larvas requeridas para la fase de experimentacién fueron extraidas
manualmente de las piedras recolectadas, este procedimiento se realizd con la

ayuda de una lupa y pipetas Pasteur. Al culminar este proceso, alrededor de 200
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larvas fueron colocadas en un vaso de precipitacion de un litro con permanente

aireacion y 800 ml de agua de rio.

3.2.3. Determinacion de rangos de salinidad

Los rangos de salinidad implementados se establecieron en 500 mg/l, 1000 mg/I
y 2000mg/I de sulfato de sodio (Na,S0,), los cuales se determinaron a partir del
valor de concentracion maxima de sulfatos permisible para descarga a cuerpos
de agua dulce (anexo 1), siendo a partir de éste un 50 % menor y un 100%

mayor.

Debido a que, el agua usada como medio de dilucion de sales durante el
experimento fue proveniente del Rio Alambi, se realiz6 un analisis inicial de la
cantidad de sulfato, obteniendo un resultado de 2 mg/L; siendo esta la

concentracion de sal presente en el tratamiento testigo.

Tabla 1.
Sulfato de sodio afiadido por cada cinco litros de agua, de acuerdo con las

concentraciones establecidas.

Rango de salinidad (mg/l) Sulfato de sodio afiadido (g)
Bajo (500) 3.7105
Medio (1000) 7.4227
Alto (2000) 14.8445

La preparacion de los rangos de salinidad se realizé afiadiendo la cantidad de
Na,S0,, previamente determinada, por cada cinco litros de agua proveniente del
Rio Alambi, esta mezcla fue sometida a un proceso de agitacion por 10 minutos

a 360 rpm en una plancha de calentamiento, con el objetivo de obtener una
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mezcla homogénea. Una vez culminado este proceso, se distribuyd un litro de

agua a cada unidad experimental, segun el rango de salinidad.

3.2.4. Clorofila

3.2.4.1. Proceso de colonizacién de perifiton

Una vez realizada la recoleccion en campo, las piedras fueron sometidas a un
proceso de raspado, para asi extraer el perifiton, que fue colocado en un
contenedor plastico (47 * 26 * 37 cm), el cual albergd en su interior 60 ceramicas
de dimensiones (4.7 *4.7cm) y aproximadamente cinco litros de agua
provenientes del sitio de recoleccién. Este proceso fue realizado con el objetivo
de que el perifiton extraido se fije en las ceramicas, y pueda ser el sustrato para

que las larvas de quironémidos puedan empezar a desarrollarse.

Al cabo de ocho dias de realizada la colonizacion, se procedié a retirar las
cerdmicas y colocarlas en cada unidad experimental. En cada pecera se
colocaron tres ceramicas, cada una de ellas se analiz6 la concentracién de

clorofila al inicio, durante y al culminar la experimentacion.

Figura 2. Proceso de colonizacion de perifiton.
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3.3. Experimentacion y medicion

3.3.1. Ensayos con microcosmos

Se establecieron cuatro tratamientos, tres de ellos con los rangos de salinidad
determinados en la tabla 1, y un cuarto de control. Para cada tratamiento se
realizé cinco réplicas. En cada réplica, se colocaron diez larvas de quironomidos
(tabla 2). Las larvas usadas no se encontraban en un mismo estadio larvario, y
pertenecian a diferentes especies. El tiempo de exposicién a las que las larvas

fueron sometidas, fue de cinco dias, dando inicio el primer dia de la semana.

Tabla 2.
Representacion del andlisis experimental.
Control Concentracion Concentracion Concentracion
baja (500 mg/l) media (1000 mg/l) alta (2000 mg/l)
Bl C1l C2 Cc3
B2 C1l C2 Cc3
B3 C1 C2 c3
B4 C1l C2 Cc3
B5 C1l C2 Cc3

Las unidades experimentales se colocaron en una habitacion con aire
acondicionado, a una temperatura de aproximadamente 18°C. Ademas, se
control6 el fotoperiodo al que las unidades experimentales fueron sometidas, se
simul6 el periodo de luz diaria (12 horas de luz y 12 horas de oscuridad), lo cual
se logré con la implementacion de luces fluorescentes, cuyo encendido y
apagado se control6 mediante un temporizador. Se mantuvo aireacion suave y
permanente por medio de bombas para acuarios. Para evitar la salida de adultos
de quironémidos, en cada unidad experimental se coloco una malla sujetada por

una liga.
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Figura 3. Disefio de microcosmos.

3.3.2. Medicion de parametros fisicoquimicos

En cada unidad experimental se midieron parametros fisicoquimicos de manera
diaria. Los parametros medidos fueron: temperatura, oxigeno disuelto,

conductividad eléctrica y pH.

3.3.3. Medicién de pardmetros biol6gicos

Los parametros medidos diariamente en los individuos objeto de estudio fueron

la mortalidad, y tasa de emergencia.

3.3.4. Medicion de sulfatos

La determinacion de la concentracion de sulfatos presentes en cada uno de los
tratamientos se realizé por el método nefelométrico (Bojaca, 2007). Para ello, se

tomé 30 ml de cada unidad experimental, el volumen obtenido pasé por un
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proceso de filtracion. La filtracion se realizé colocando un matraz Erlenmeyer de
100 ml, un embudo y en su interior un filtro de papel para evitar el paso de solidos
suspendidos presentes en la muestra. Posteriormente, se procedi6 a afiadir 5 ml
de la solucion tampon y una cucharada de sulfato de bario (BaS0,), a
continuacion, se realiz6 un proceso de agitacion en una plancha de
calentamiento y un agitador magnético por un minuto y a 350 rpm. A
continuacion, se coloco la solucién obtenida en una celda de cuarzo para realizar
la medicion en un espectrofotometro a una longitud de onda de 420 nandémetros.
Este procedimiento se realizé por tres dias, para cada unidad experimental, en
el dia 1, dia 3 y dia 5 de la experimentacién. Cabe recalcar que, el procedimiento
descrito anteriormente se realizé también para la elaboracion de un blanco, con
la diferencia de que se implementd 30 ml de agua destilada ultra pura. La
realizacion de un blanco permite encerar el equipo de medicién evitando lecturas

erréneas.

3.3.5. Estimacioén de la concentracion de la clorofila

La estimacion de la concentracion de clorofila se realizé aplicando el método
publicado por UNESCO (2009). Para la obtencion del perifiton adherido a cada
ceramica, se procedid a retirar el material de la superficie, con la ayuda de un
cepillo y agua destilada. El perifiton obtenido se colocé en una probeta de 100
ml, en la cual se homogeneiz6. El volumen obtenido en la probeta fue anotado,
y se prosiguio a retirar 10 ml de la mezcla y fue colocado en tubos de ensayo de
15 ml. En cada tubo de ensayo se colocé 1 ml de formol al 32%, las muestras

fueron colocadas en refrigeracion a una temperatura menor a los 20°C.

El volumen fue sometido a un proceso de filtrado al vacio. La mezcla fue
introducida en un embudo Bichner unido con un matraz Kitasato, en medio de
ambos fue colocado papel de filtro de fibra de vidrio. ElI material retenido en el

filtro (que representa la clorofila) fue correctamente etiquetado de acuerdo con
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Su concentracion y repeticion. Las muestras fueron almacenadas en un

refrigerador con una temperatura menor a los 4°C.

Culminada la experimentacion se procedio a realizar la extraccion de la clorofila
de los filtros obtenidos anteriormente. Para ello, cada filtro fue colocado en un
tubo de ensayo con 10 ml de alcohol al 90%, fue tapado y agitado, con el fin de
suspender el material del filtro. A continuacion, todos los tubos de ensayo fueron
forrados por completo con papel de aluminio para evitar la degradacion de la
clorofila por el contacto con la luz. Posteriormente, los tubos de ensayo fueron
colocados dentro de un vaso de precipitacion con un litro de agua, para realizar
bafio maria a una temperatura de 80°C. Durante este proceso los tubos de
ensayo se encontraron semiabiertos y se calentaron hasta su punto de ebullicién.
Cuando las muestras alcanzaron la temperatura de ebullicibn se procedio a
retirar el filtro de su interior y a enfriarlas a temperatura ambiente, para
posteriormente ser centrifugadas a 4°C, 3000 rpm por 10 minutos. Finalizado
este proceso se procedid a realizar la lectura de las muestras por medio de
espectrofotometria a dos longitudes de onda: 665 y 750 nandmetros; para ello
se colocé una porcion de la muestra en una celda de cuarzo. Las lecturas en el
espectrofotometro se realizaron en dos partes: las muestras sin acidificar y
afadiendo &cido clorhidrico (HCI) para acidificar las muestras. Para acidificar las
muestras se agreg6 entre 50-100 microlitros de HCI a la celda cuarzo, (esto
dependiendo de la intensidad del color verdoso obtenido), se agité y se esperd

por un minuto para realizar nuevamente las mediciones en el equipo.
Obtenidos los valores de las mediciones por espectrofotometria, se procedio a

calcular la concentracion de clorofila (ug/l), para lo cual se calculd el cociente

acido, aplicando la siguiente formula:

(Ages — A750)/(Aasss — Aa7s0) Ec. 1
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En donde:

Ages: Absorbancia del extracto medido a 665 nm.

A-so: Absorbancia del extracto medido a 750 nm.

Aus6s: Absorbancia acidificada del extracto medido a 665 nm.

A,750: Absorbancia acidificada del extracto medido a 750 nm.

El valor obtenido de la aplicacién de la ecuacién 1, debié encontrase en un rango
mayor a 1.4 y menor a 1.7, caso contrario fue necesario repetir el proceso

agregando o disminuyendo la cantidad de HCI afiadido.

Posteriormente se procedié a estimar la cantidad de clorofila mediante la

siguiente ecuacion:

A665 — A750 (Ve ) Ec. 2

cloa (22 =296 Z<
0a ( ) * 44665 — 4a750  \Vm

Donde:
Ve: volumen de etanol en el que suspendio el filtro (ml).
V'm: volumen de muestra filtrado (ml).

L: longitud de la cubeta de cuarzo (cm)

3.4. Anélisis estadisticos

3.4.1. Parametros fisicoquimicos
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Los analisis estadisticos de los parametros fisicoquimicos se realizaron con el
programa estadistico IBM SPSS. Para cada parametro se hizo un analisis de
varianza ANOVA, sin embargo, debido a que la cantidad de sal presente en un
medio acuético es cuantificado mediante la conductividad eléctrica, hace de este
parametro una variable controlada con la adicion Na,S0, de acuerdo con los
rangos de salinidad. Debido a ello es que, para este parametro no se realizé un
analisis ANOVA.

Ademas, se realiz6 un andlisis Post-Hoc en pH y oxigeno disuelto para

determinar las diferencias entre los grupos de medicién.

3.4.2. Andlisis de sulfatos

Debido a que la normalidad correspondiente al tratamiento control y la
concentracion alta de salinidad no cumplié con el supuesto de normalidad, se
realiz6 la prueba de Kruskal-Wallis, en la cual se obtuvo una significancia

estadistica menor a 0.05.

3.4.3. Andlisis de clorofila

Para el andlisis de los datos obtenidos de clorofila, se realizaron las pruebas de
normalidad de Shapiro-Wilk, en donde se obtuvieron valores mayores a 0.05
para todas las concentraciones. Debido a la normalidad de los datos, fue factible

realizar un analisis ANOVA.

3.4.4. Parametros biolégicos
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Se realiz6 el analisis de mortalidad y supervivencia por el método de estimacion
de Kaplan-Meier. El andlisis de realizé tomando en cuenta la concentracion de
salinidad, el numero de ventos ocurridos por dia, durante la fase de

experimentacion.

4. CAPITULO IV. RESULTADOS
4.1. Analisis de parametros fisicoquimicos
4.1.1. Temperatura

La temperatura no mostré6 cambios estadisticamente significativos (p>0.561),
entre las variaciones de salinidad a lo largo de la fase experimental (tabla 3). Sin
embargo, se observa que la temperatura en el primer dia es mayor comparada

con las registradas posteriormente.

20,5
20
19,5

19 M Blanco

18,5 B Bajo
E Medio
18
Alto
17,5

17

Temperatura

1 2 3 4 5

Dias de exposicién

Figura 4. Variacion de temperatura segun la concentracion de salinidad y el dia

de exposicion.
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Tabla 3.

ANOVA para el parametro temperatura.

Suma de | Media e Sig
cuadrados J cuadratica (p).
Entre
_ ,972 3 324 ,689 ,561
concentraciones
Entre 9
o 45,154 470
repeticiones 6

4.1.2. pH

El pH, es un pardmetro que mostrd diferencias estadisticamente significativas
(p<0.000) entre la concentracion de salinidad (tabla 4). Las diferencias de pH
representados en la figura 2, muestran que las variaciones de pH tienen lugar
entre los diferentes rangos de salinidad con forme los dias de experimentacion.
El pH entre la concentracién alta difiere significativamente respecto las

concentraciones del tratamiento control, bajo y medio.

Sin embargo, al realizar un analisis Post Hoc la concentracion mas elevada de
salinidad es la Unica que difiere significativamente (p<0.05) respecto a los

tratamientos con menor concentracion de salinidad.
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Figura 5. Variacion del pH segun la concentracion de salinidad y el dia de

exposicion.

Tabla 4.

ANOVA para el parametro pH.

Suma de | Media e Sig
cuadrados J cuadratica (p).
Entre 18,39
_ 1,278 3 426 ,000
concentraciones 1

4.1.3. Conductividad eléctrica

La figura 3 demuestra que la conductividad eléctrica varia en relacion a la
concentracion de salinidad. Ademas de ello, existié un leve incremento en las
mediciones de este parametro durante los dias de exposicion, este hecho tiene
lugar debido a la evaporacion del agua, con lo cual la concentracion de sal

aumenta en el medio.
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Figura 6.Variacion de la conductividad eléctrica (uS/cm) segun la concentracion

de salinidad y el dia de exposicion.

4.1.4. Oxigeno disuelto

El oxigeno disuelto medido tanto en porcentaje como en mg/l, presenta
diferencias estadisticamente significativas (p=0.05), entre las diferentes
concentraciones de salinidad (tabla 5). La prueba Post-Hoc, determina que las
diferencias significativas, tiene lugar en los tratamientos de concentracion baja y

media.

De acuerdo con lo mostrado en la figura 4, se observa que existe una gran
variabilidad de este parametro durante los dias de medicién, registrandose un
incremento en el tercer dia, mientras que, en los dos ultimos dias se evidencia

una disminucion en este parametro.
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Figura 7.Variacion del oxigeno disuelto en porcentaje y en mg/l segun la

concentracion de salinidad y el dia de exposicion.

Tabla 5.

ANOVA para el parametro oxigeno disuelto.

Sumade | Media e Sig
cuadrados g cuadrética (p)-
. Ent
Oxigeno e 133 3 044 4501 005
. concentraciones
disuelto
Dentro de
(mg/) ,947 96 ,010

concentraciones

4.2 .Variacion de sulfatos

El valor obtenido de la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis determiné que

existid variaciones significativas en el contenido de sulfatos en relacion a las

concentraciones de salinidad. Estas variaciones se confirman con lo mostrado

en la figura 5, en donde se evidencia la diferencia de concentraciones entre los

tratamientos durante la fase de experimentacion.
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Figura 8. Variacion de sulfatos durante la fase de experimentacion.

4.3. Anélisis de clorofila

El andlisis de varianza demuestra que existen diferencias estadisticamente
significativas (p<0.016) (tabla 6) entre el contenido de clorofila calculada

correspondiente a las concentraciones de salinidad al que fueron expuestas.

De acuerdo con lo indicado en la figura 6, la concentracién de clorofila en el
tratamiento control, medio y alto, disminuye durante la fase de experimentacion.
Esta reduccién es mas evidente en las concentraciones de 1000 y 2000 mg/I,
correspondiente a la dltima medicién. La prueba Post Hoc de Tukey, confirma
que, existe diferencias entre la concentracion de clorofila expuesta al tratamiento
control y concentracion bajo de salinidad, respecto a la cantidad de clorofila en

la salinidad alta.
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Figura 9. Concentracién de clorofila de acuerdo con la concentracion de salinidad

y las variaciones en su concentracién de acuerdo con el dia de medicion.

Tabla 6.

ANOVA para concentracion de clorofila entre las concentraciones de salinidad.

Suma de Media .
g ) F Sig.
cuadrados cuadratica

Entre

2,687 3 ,896 3,769 ,016
grupos

Dentro de
13,310 56 ,238

grupos

4.4.Efectos de la salinidad sobre quironémidos

4.4.1. Mortalidad
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En la tabla 9 se presenta el numero total de larvas que fueron sometidas a los
gradientes de salinidad; cabe mencionar que se realizaron cinco réplicas por
cada tratamiento, en cada réplica se coloco 10 larvas de quironémidos.

La columna de “N de muertes” representa el numero de larvas muertas total
durante la fase de experimentacién, evidenciando un incremento en la mortalidad

en las concentraciones mayores.

Tabla 7.

Anélisis de mortalidad en los individuos analizados.

N total de Porcentaje de N de
Control o _
individuos mortalidad muertes
Control 50 40 20
Bajo 50 72 36
Medio 50 74 37
Alto 50 78 39
Global 200 66 132

La Figura 10, demuestra que la mortalidad de las larvas de quironémidos es
mayor a mayores concentraciones de salinidad. Las muertes empezaron a
ocurrir a partir del dia dos en todas las concentraciones. En la prueba de igualdad
de las distribuciones de la supervivencia, se obtuvo un valor de significancia de
0.001, por lo cual es posible afirmar que la mortalidad varia de acuerdo a la
concentracion de salinidad al que las larvas fueron expuestas.
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Figura 10. Muerte de las larvas de quironémidos de acuerdo con la concentracion

de salinidad y el dia de exposicion.

4.4.2. Supervivencia

La tabla 8 indica el numero total de casos estudiados, y el nUmero de larvas que
sobrevivieron a la exposicion de salinidad. De acuerdo con la columna de N de
supervivientes, es posible determinar una reduccion en el nimero de individuos

vivos en cada concentracion durante la fase de experimentacion.

Las pupas y adultos emergidos durante la recoleccion se encontraban vivos, pero

fueron retirados de las unidades experimentales.

Tabla 8.

Supervivencia de las larvas de quirondmidos expuestas a diferentes rangos de
salinidad.

Concentracion del N de Porcentaje de
_ N total o ) )
tratamiento supervivientes  supervivencia
Control 50 30 60

Bajo 50 14 28
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Medio 50 13 26
Alto 50 11 22

En la figura 11 se observa que la supervivencia disminuye cuando la salinidad
incrementa. El tratamiento control es el que posee un mayor tiempo de
supervivencia; la supervivencia se ve disminuida en los tratamientos
concentracion baja, media y alta. El valor de significancia de la prueba de
igualdad de distribucion de la supervivencia es de 0.020, por lo cual la
supervivencia varia entre las concentraciones de salinidad al que las larvas

fueron expuestas.

Funciones de supervivencia
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08 TMedio
T Al
Control-censurado
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tiempo de supervivencia (dias)

Figura 11.Grafico de supervivencia de las larvas de quironédmidos segun el rango

de salinidad al que fueron expuestas.

4.4.3. Tasa de emergencia

El porcentaje de emergencia presenta (figura 12. a) variaciones en todas las
concentraciones de salinidad, siendo el tratamiento control el que presenté una

mayor cantidad, con un total de cinco adultos en el dia cinco de experimentacion.
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Sin embargo, se observa en la figura 8. a, la existencia de emergencias en el dia

dos en los tratamientos de concentracion media y alta.

Ademas de estim6 un 12% de emergencia para los tratamientos control y de
concentracion baja durante los cinco dias de experimentacién. Mientras que, un

10% correspondi6 para los tratamientos de concentracion baja y alta.

En la figura 12. b, se indica que se obtuvo un mayor numero de pupas en el
tratamiento control, en el dia cinco de la fase de experimentacion. Ademas, se
identifica la existencia de pupas en los primeros dias de experimentacion en el
tratamiento de mayor concentracion registrando un incremento de pupas en el

ultimo dia de medicion.
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% de emergencia
[9,]
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encontradas
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1 2 3 4 s 1 2 3 4 5  WAlo
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Figura 12. Estimacion de la supervivencia de acuerdo con porcentaje de

emergencia y pupas halladas.

a) Porcentaje de larvas que emergieron por cada concentracion de salinidad durante la fase de
experimentacién b) Nimero de pupas encontradas en cada concentracion de salinidad durante

la fase de experimentacion.

5. CAPITULO V. DISCUSION

De acuerdo con los datos analizados de los parametros fisicoquimicos, se

evidencia que no todos fueron influenciados de manera directa por las
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variaciones de salinidad. La temperatura es un parametro que no presenta
diferencias estadisticamente significativas, como se muestra en la figura 1, no se
registro un patron constante durante la fase de experimentacion; es asi que, en
el primer dia se registraron temperaturas mayores respecto los siguientes, este
hecho puede ser explicado debido a que el lugar en el que se colocaron las
unidades experimentales no pudo ser mantenido a puerta cerrada, sufriendo asi

variaciones.

Sin embargo, a pesar de la relacion existente entre la temperatura y el oxigeno
disuelto, se determin6 que este ultimo si se vio influenciado por los gradientes
de salinidad (tabla 5). Este hecho puede deberse a la presencia de actividad

bilégica de las larvas de quironémidos y el perifiton.

La diferencia significativa de los datos correspondientes al pH durante la etapa
de experimentacion, demuestra que a una mayor salinidad el pH es un parametro
que puede verse afectado, este hecho depende de la cantidad iones de
hidrogeno o hidroxilo que exista en el medio acuatico, lo cual puede incrementar

la sensibilidad de un organismo a la salinidad (Cafiedo-Arguelles et al., 2013).

Los resultados obtenidos demuestran que existié una mayor mortalidad en las
larvas de quironémidos a una mayor concentracion de salinidad. A 2000 mg/I se
obtuvo una mortalidad del 78%, mientras que, para el tratamiento control, la
mortalidad fue del 40%. Estos resultados demuestran que las larvas de
quirondmidos tienen una mayor probabilidad de morir a concentraciones
elevadas de salinidad. Se estima que para que exista evidencia de las
afectaciones en organismos de aguas dulces, la conductividad eléctrica del
medio acuatico debe ser mayor a 5 mS/cm, mientras que, en este estudio las
mediciones llegaron aproximadamente a 4 mS/cm en la concentracion mas alta
(Canedo-Arguelles et al., 2013). A pesar de que las afectaciones por

concentraciones elevadas de sales en aguas dulces pueden ser descritas, tanto
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a nivel de individuo como de comunidad, existen ciertos tipos de
macroinvertebrados que son capaces de resistir elevadas concentraciones
salinas. Es el caso de Chironomus salinarius, el cual se ha reportado que puede
sobrevivir a concentraciones de salinidad entre los 20 y 30 g/l, en el caso de esta
especie de quironomido, el tiempo de desarrollo entre los diferentes estadios
larvarios sufri6 un incremento cuando las concentraciones de salinidad
aumentaron (Cartier et al., 2011). Este resultado se contrapone a lo obtenido en
este estudio, dado que el porcentaje de emergencia fue mayor en las
concentraciones de salinidad medias y altas (1000 y 2000 mg/l), esta diferencia
puede deberse a que las larvas con las que se realiz6 la experimentacion no se
encontraban en un mismo estadio larvario y tampoco pertenecian a una misma
especie. La rapida emergencia de las larvas de quironémidos expuestas a una
concentracion mayor podria deberse a que se produjo un estrés lo cual oblig6 a
las larvas a acelerar su proceso de emergencia. La emergencia en el tratamiento
control fue un proceso que se presenté en mayor niumero en el dltimo dia la fase
de experimentacién, con un total de cinco adultos, en contraste con las tres
larvas emergidas tanto en la concentracién de salinidad media como alta en el
mismo dia. Este hecho es similar a lo encontrado en Capitella sp. I, (una especie
perteneciente al filo de los anélidos) ya que se encontré que, las larvas de esta
especie crecen de manera mas lenta a concentraciones bajas de salinidad,
mientras que, su desarrollo se ve acelerado a concentraciones mas altas
(Pechenik, Berard, & Kerr, 2000). En un estudio realizado en larvas de
Chironomus, se encontré que la salinidad afect6 el nUmero de larvas emergidas,
asi como el tiempo de emergencia; los efectos de la salinidad se empezaron a
observar a valores mayores de 20 mS/cm, en este rango de conductividad
eléctrica no se obtuvieron emergencias, sin embargo el tamafio de los adultos
emergidos no presentd variaciones entre las concentraciones bajas y altas de
salinidad (Hassell et al., 2006). A pesar de que en este estudio se obtuvo un alto
namero de individuos muertos a la mayor concentracion de salinidad, varios
estudios revelan que la familia Chironomidae es altamente tolerante a una
elevada salinidad, en comparacién con macroinvertebrados acuaticos que son

muy sensibles a cambios a los cambios de salinidad en el medio acuatico,



42

mientras que entre las familias mas sensibles se encuentran los trichoptera o
ciertas especies de peces (Bidwell & Gorrie, 2006; Cafiedo-Arglelles &
Rieradevall, 2010; Cartier et al., 2011).

Las mediciones de clorofila muestran variaciones entre las concentraciones de
salinidad (figura 6). En las mediciones del tratamiento control, se observa, que el
segundo dia de registro de datos, la concentracién de clorofila es mayor,
respecto al primer dia; este hecho se repite para las concentraciones bajas y
altas. La diferencia en las concentraciones puede deberse a que no todas las
cerdmicas colonizadas poseian en su superficie la misma cantidad de perifiton,
razon por la cual las cerdmicas fueron distribuidas de manera aleatoria en las
unidades experimentales. A partir del segundo dia, se observo una reduccion
generalizada de clorofila en los diferentes tratamientos. La disminucion en la
concentracion de clorofila en los tratamientos control y bajo quizd pueda tener
una relacion directa con el nimero superior de larvas sobrevivientes, mientras
que, en las concentraciones de salinidad media y alta existe una reduccién
significativa en la clorofila. En este caso es posible que la concentracion de
clorofila haya sido afectada por la alta carga i6nica, lo cual tendria concordancia
con los resultados presentados por Rotter, Heilmeier, Altenburger, & Schmitt-
Jansen, (2013), quienes a una conductividad eléctrica de 2000 pS/cm no
encontraron afectaciones a nivel de comunidad en el perifiton, si bien la salinidad
contribuy6 al crecimiento del perifiton, también redujo la tasa fotosintética. En un
estudio realizado para determinar las afectaciones en cultivos de nuez por altas
concentraciones de salinidad (1500 a 5000 uyS/cm) en el agua de riego, se obtuvo
menores concentraciones de clorofila y una reduccién el tamafio de la planta
comparado con el tratamiento de control (Ak¢a & Samsunlu, 2012). Sin embargo,
los resultados presentados por McLachlan (1961), muestran que el crecimiento
de algas marinas a diferentes concentraciones de salinidad (2,5 a 35 ppt) varia
de acuerdo al rango de salinidad, ciertas especies como Porphyridium spp.
presentan un optimo crecimiento en todos los rangos de salinidad, mientras que,
el crecimiento se vio reducido en concentraciones menores, sin embargo, el

contenido de clorofila si se vio afectado por los cambios en la salinidad; este
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estudio indica que concentraciones bajas de salinidad si son un limitante para el
crecimiento de cierto tipo de organismos marinos. No obstante, experimentos
realizados en aguas dulces, con la implementacion de mesocosmos, demostré
que el perifiton es altamente sensible a pequefios cambios de salinidad,
reduciendo su productividad y presentando importantes cambios en la
composicion de diatomeas (Mazzei et al., 2018), pero, la salinidad no es factor
limitante para especies de algas que son altamente tolerantes, este hecho se ve
reflejado en el estudio realizado por Cafiedo-Arguelles et al. (2017), quien al cabo
de 41 dias de exposicion de una salinidad entre 3,78 g/l obtuvo un mayor
crecimiento de la biomasa algal, debido a que una alta concentracion de sales
provoca la dominancia de cianobacterias y diatomeas tolerantes, estos datos
podrian explicar el aumento en la concentracion de clorofila correspondiente al

tratamiento de concentracion bajo en el tercer dia de exposicion.
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6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1.Conclusiones

Si bien es cierto que, la mineria altera la composicién fisicoquimica del agua, en
los analisis de determinacion de salinidad en las fuentes hidricas con influencia
minera, ninguno de los tres puntos de muestreo supero la normativa nacional
vigente, correspondiente a la cantidad de sulfatos o cloruros presentes en un

cuerpo hidrico de agua dulce.

El pardmetro fisicoquimico que permitié confirmar la existencia de diferentes
concentraciones de salinidad fue la conductividad eléctrica, el mismo que se
relacion6 de manera directa con el pH, dado que, ambos aumentaron uno

respecto al otro.

La supervivencia se vio afectada a partir de la concentracion baja, en la que, se
obtuvo que més de la mitad de las larvas expuestas murieron, mientras que en

el tratamiento control, la supervivencia fue de mas de 50%.

La salinidad si afecta de manera negativa al crecimiento larvario de los
quironémidos, los resultados demostraron que a partir de los 1000 mg/l de
Na,S0,, las larvas tendieron a acelerar su proceso emergencia, si bien no todas
las larvas se encontraban en un mismo estadio larvario, es notable el rapido
desarrollo de empupamiento y emergencia respecto a las concentraciones de

salinidad menores.

La cantidad de clorofila analizada presentd variaciones respecto a las

concentraciones y al tiempo al que el perifiton estuvo expuesto. Se evidencié una
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reduccion significativa en la concentracion de clorofila en las salinidades de 1000

y 2000 mg/I, por lo cual la salinidad si tendria efectos negativos sobre el perifiton.

6.2. Recomendaciones

Se recomienda para este tipo de estudios que, las larvas de quironémidos sean
de un mismo estadio larvario y especie; realizando la recoleccion de masas de
huevos. Ademas, que el tiempo de exposicién a la salinidad sea mayor y se

explore rangos mayores a los 2000 mg/l.

También se recomienda hacer un andlisis de las especies que conforman de
manera inicial la comunidad perifitica, para asi poder analizar los posibles
efectos de la salinidad sobre la comunidad. Con ello, seria posible determinar la
existencia 0 no de especies tolerantes o sensibles a diferentes niveles de

salinidad.
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Anexo 1. Limites de descarga a un cuerpo de agua dulce.

Limite
Parametros Expresado como Unidad o
maximo
Aceites y Grasas. Sust.  solubles en mg/l 30
havann
Alkil mercurio mg/I No detectable
Aluminio Al mg/I 5
Arsénico total As mg/l 0,1
Bario Ba mg/I 2
Boro Total B mg/l 2
Cadmino Cd mg/I 0,02
Cianuro total CN- mg/l 0,1
Cinc Zn mg/I 5
Cloro Activo Cl mg/I 0,5
Cloroformo Ext. carbon mg/I 0,1
cloroformo ECC
Cloruros Cl- mg/I 1 000
Cobre Cu mg/l 1
Cobalto Co mg/I 0,5
Coliformes Fecales NMP NMP/100 ml 2000
unidades de Inapreciable
Color real * Color real G
color en  dilucion:
117N
Compuestos fendlicos  Fenol mg/l 0,2
Cromo hexavalente Cr*¢ mg/I 0,5
Demanda Bioquimica DBOs mgll 100
de Oxioeno (5 dias)
Demanda Quimica de DQO mgll 200
Oxiaeno
Estafio Sn mg/I 5
Fluoruros F mg/I 5
Fésforo Total P mg/I 10
Hierro total Fe mg/I 10
Hidrocarburos Totales TPH mgll 20
de Petréleo
Mangane so total Mn mg/l 2
Mate ri a flotante Visibles Ausencia
Me rcuri o total Hg mg/I 0,005
Niquel Ni mg/l 2




Nitrégeno amoniacal
Nitrégeno Total Kjedahl
Compuestos

Organoclorados
Compuestos

Oraoanofosforados
Plata

Plomo
Potencial de hidrogeno

Selenio
Solidos  Suspendidos

Tm‘ales
Soélidos totales

Sulfatos

Sulfuros

Temperatura

Tensoactivos

Tetracloruro de carbono

N
N
Organoclorados

totales
Organofosforados

totales
Ag
Pb
pH
Se

SST
ST
SOus 2

-2
S

°C

Sustancias Activas

al azul de metileno
Tetracloruro de

carbono

mg/l
mg/I

mg/I

mg/l
mg/I
mg/l
mg/l
mg/l

mg/I
mg/I

mg/I

mg/l

mg/I

30
50

0,05

0,1

0,1
0,2
6-sep

0,1
130

1 600
1000

0,5
Condicién
natural + 3

0,5




Anexo 2. Primera aproximacion a la recoleccion de larvas de quironémidos. Lago

San Pablo, provincia de Imbabura.




Anexo 4. Modelo de crianza de quironémidos.

Anexo 5. Recoleccion de piedras en el Rio Alambi, parroquia de Nono.




Anexo 6. Proceso de extraccion de clorofila







