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RESUMEN

Lamineria de oro artesanal y de pequefia escala (MAPE) genera altas concentraciones
de mercurio en las inmediaciones de las operaciones mineras en Madre de Dios. EI mercurio
es un contaminante tdxico que en el agua puede transformarse en su forma organica,
biodisponible y bioacumulable: el metilmercurio. Los esfuerzos de investigacion y la
atencion publica se han centrado principalmente en la presencia del mercurio en peces pues
su consumo es la principal ruta de exposicion para los seres humanos. Sin embargo, el
monitoreo de peces en lugares remotos y de dificil acceso puede ser costoso y logisticamente
complejo. Ante esta problematica, este estudio evalUa la factibilidad de utilizar zooplancton
y macroinvertebrados acuaticos como bioindicadores alternativos de la contaminacién por
mercurio en ecosistemas acuaticos impactados por la MAPE en la region de Madre de Dios.
El estudio propone un procedimiento operativo estandar para recolectar, preparar y analizar
muestras de zooplancton y macroinvertebrados para el monitoreo de contaminacion por
mercurio en pozas artificiales formadas por la extraccion minera de oro. Los resultados
evidencian que, considerando la metodologia planteada, los macroinvertebrados de la familia
Belostomatidae y del orden Odonata son bioindicadores apropiados para monitorear la
bioacumulacion de mercurio en el area de estudio. Por el contrario, los resultados para
zooplancton no fueron satisfactorios. Este es el primer estudio de esta naturaleza realizado
para la Amazonia del Per( y resalta la necesidad de desarrollar métodos de monitoreo
ambiental adecuados para las condiciones de trabajo en los trdpicos.

PALABRAS CLAVE:

Mercurio; bioacumulacion; protocolo; macroinvertebrados; zooplancton



ABSTRACT

PROTOCOL, CRITERIA AND RECOMMENDATIONS FOR
MERCURY MONITORING IN LOWER LEVELS OF THE AQUATIC
FOOD WEB OF ABANDONED MINING PONDS IN THE PERUVIAN

AMAZON.

Artisanal and small-scale gold mining (ASGM) has generated high concentrations of
mercury (Hg) in the vicinity of mining operations in Madre de Dios. Mercury is a toxic
pollutant that upon entering a water body can be transformed into its organic, bioavailable
and bioaccumulative form: methylmercury (MeHg). Research efforts and public attention
have focused mainly on the presence of mercury in fish since its consumption is the main
route of exposure for humans. However, monitoring fish, especially in locations that are
remote and difficult to access, can be costly and logistically complex. Given this problem,
this study evaluates the feasibility of using zooplankton and aquatic macroinvertebrates as
alternative bioindicators of mercury contamination in aquatic ecosystems impacted by
ASGM in the Madre de Dios region. The study proposes a standard operating procedure for
collecting, preparing, and analyzing zooplankton and macroinvertebrate samples for
monitoring mercury contamination in artificial ponds formed by gold mining. The results
show that, considering the proposed methodology, macroinvertebrates of the family
Belostomatidae and of the order Odonata are appropriate bioindicators to monitor mercury
bioaccumulation in the study area. In contrast, the results for zooplankton were not
satisfactory. This is the first study of this nature conducted for the Peruvian Amazon and
highlights the need for environmental monitoring methods suitable for working conditions in

the tropics.

KEYWORDS:

Mercury; bioaccumulation; protocol; macroinvertebrates; zooplankton
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INTRODUCCION

La regién de Madre de Dios, ubicada en el sureste de la Amazonia peruana, es
reconocida como la Capital de la Biodiversidad del pais, pero también es la region con mayor
incidencia de mineria de oro artesanal y de pequefia escala (de aqui en adelante MAPE) [1].
La MAPE en Madre de Dios se ha llevado a cabo desde los afios 80 [2], aunque desde la
década del 2000 [3] ha experimentado un desproporcionado aumento con el incremento en
el precio internacional del oro y la pavimentacion de la Carretera Interoceanica, que ha
permitido el acceso a areas antes inaccesibles [2]. Esto ha resultado en una marcada
degradacion del paisaje y la creacion de ecosistemas de origen antropogénico,
potencialmente contaminados con mercurio (Hg), metal utilizado por los mineros para
extraer las particulas de oro de las rocas o depositos aluviales mediante amalgamacion [4].
Solo entre 1984 y 2017, en el sureste de la Amazonia peruana, la MAPE provocé la
deforestacion de casi cien mil hectareas de bosque [5]. De esa extension, el 15% fue
transformado en pozas artificiales generadas por la extracciébn minera, comdnmente
conocidas como pozas mineras [6]. En dicho periodo de 33 afios, la superficie de estas pozas

aumento en un 670% en zonas con alta incidencia de actividad extractiva [3].

La MAPE libera Hg a suelos y ambientes acuéticos circundantes (como rios, lagos o
pozas mineras), asi como a la atmosfera durante el proceso de extraccion de oro [1].
Actualmente, esta actividad es la mayor fuente de Hg antropogénico a nivel global, siendo
responsable de la liberacion de 1610 ton/afio de Hg al medio ambiente [7]. A pesar del riesgo
de contaminacion ambiental que presenta la MAPE, aun no se conoce con precision la
cantidad total de mercurio que libera esta actividad al medio ambiente, asi como su
distribucion en los diferentes comportamientos ambientales (agua, aire, suelos, sedimentos y
fauna) [8]. En la region de Madre de Dios, se estima que la MAPE libera 181 toneladas de
mercurio al medio ambiente cada afio [4], y que ha vertido aproximadamente 3 mil toneladas

de mercurio a los rios de la Amazonia del Peru desde la década de los 90 [9].
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El Hg es un contaminante ambiental persistente que genera particular preocupacion
en su forma orgénica metilmercurio (MeHg). EI MeHg se forma primariamente en ambientes
acuaticos, bajo condiciones especificas [10], [11], [12], a partir de la metilacién de mercurio
inorganico. Este compuesto atenta contra la salud de los organismos vivos por su capacidad
de acumularse en los tejidos, dafiar el sistema nervioso central y biomagnificarse a lo largo
de la red trofica [1], [13], [14]. Por ello, los depredadores tope de ambientes acuéticos, ya
sean mamiferos, aves, 0 peces carnivoros, suelen presentar las concentraciones mas elevadas
de mercurio [15]. Como resultado de esto, las comunidades humanas y los animales que
consumen estos depredadores tope, tienen un mayor riesgo de exposicion alimentaria al
mercurio [7], [16].

Diversos estudios han investigado la bioacumulacion de mercurio en peces de Madre
de Dios, y su relacion con las liberaciones del Hg de la MAPE (p. ej. [17], [18], [19], [20]);
la mayoria de estos estudios ocurren en rios o lagos que pueden encontrarse afectados por la
MAPE. En varios casos, las concentraciones de mercurio en peces de areas afectadas por la
MAPE son mas altas que en aquellos de areas sin mineria, superando los limites para el
consumo humano recomendados y los valores de referencia de toxicidad para fauna [18],
[19], [20]. La informacion disponible sobre bioacumulacién de mercurio en pozas mineras
es mas limitada en comparacion a otros ecosistemas; sin embargo, se sugiere que, al comparar
peces de un mismo habito alimenticio, es mas probable que aquellos que habitan en pozas
mineras presenten mayores concentraciones de Hg que aquellos que habitan en rios y lagos
sin mineria [18]. Un estudio reciente en la regidn report6 que los cuerpos lénticos, como los
lagos y las pozas mineras, tienen una tasa de metilacion de mercurio 5 a 7 veces mayor que
los cuerpos de aguas I6ticos, como los rios [3]. Esta situacion genera gran preocupacion por
la exponencial expansion del area de cuerpos Iénticos, en particular de las pozas mineras, en

la regidn, y su posible impacto en la biodisponibilidad del mercurio.

Justificacion y motivacion

Las pozas mineras abandonadas, es decir, aquellas en donde las operaciones mineras

han cesado, pueden ser colonizadas por organismos acuaticos [6]. En ausencia de actividades

12



antropogénicas, diversos procesos ecolégicos pueden tener lugar en las pozas,
convirtiéndolas en hébitats para diversas especies. La riqueza bioldgica presente en estas
pozas, su potencial como recurso para la poblacion humana, y las condiciones propicias para
la formacion de metilmercurio, enfatizan la necesidad de monitorear las concentraciones y la

bioacumulacion de mercurio en las especies que habitan estos ecosistemas.

En localidades afectadas por la MAPE, la bioacumulacion de mercurio en la fauna
acuatica se monitorea mayormente a traves del andlisis en peces, principalmente para
investigar los impactos y riesgos para la salud humana. Si bien los peces suelen ser buenos
bioindicadores por brindar informacion que puede asociarse directamente con la exposicion
al mercurio, tanto para la salud humana como para la de los animales salvajes, su monitoreo
puede ser costoso y logisticamente complejo. Dado que la MAPE tiende a realizarse en areas
remotas y de dificil acceso, es pertinente explorar otros organismos de la red tréfica como
alternativas para monitorear la bioacumulacion del mercurio, desarrollando un protocolo de
colecta sencillo pero robusto y de bajo costo, pertinente a las condiciones donde se realiza la
MAPE.

La principal fuente de exposicion al MeHg para los peces es a través de su
alimentacion [21], [22], pero a la fecha son escasos los estudios en la Amazonia que han
investigado la presencia de mercurio en niveles inferiores de la red trofica acuética, como
fitoplancton, zooplancton y macroinvertebrados. La evidencia cientifica disponible sobre la
bioacumulacion del mercurio en niveles inferiores de la red tréfica todavia no alcanza un
consenso sobre la importancia de los macroinvertebrados en comparacién a zooplancton
como fuente de mercurio para los peces [23], [24], [25]. Sin embargo, se sabe que la
composicion de la dieta de los peces, asi como la longitud de su red tréfica, influyen en la
acumulacién de mercurio [24], [26]. Cabe resaltar que, al igual que la mayoria de las
investigaciones sobre metilacion y biodisponibilidad de mercurio [23], [27], la exploracion
de la bioacumulacion de mercurio en niveles inferiores de la red trofica acuatica se ha dado

predominantemente en climas templados y boreales [16], [28].
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Con el fin de explorar nuevas técnicas de evaluacion rapida y de bajo costo para el
monitoreo de mercurio en cuerpos de agua afectados por la MAPE como las pozas mineras,
y contribuir a los esfuerzos de mitigacion de los efectos de la mineria en la Amazonia, este
estudio evalla la factibilidad de utilizar el zooplancton y los macroinvertebrados acuéaticos
como organismos bioindicadores de la concentracion de mercurio en niveles troficos
inferiores en pozas mineras. En comparacién con la colecta de muestras de peces, la colecta
de muestras de zooplancton y macroinvertebrados requiere de un menor tiempo en el campo,
asi como menos instrumentos de colecta y personal. Por otro lado, el zooplancton y los
macroinvertebrados son organismos de gran abundancia y amplia distribucion geografica,
pudiendo hacer que los niveles de mercurio en dichos organismos brinden una buena
estimacion del mercurio disponible para los niveles troficos mas altos [29], [30], [31], [32],
[33], [34]. A la fecha, este es el primer estudio en la region de Madre de Dios que reporta
concentraciones de mercurio en zooplancton y apenas el segundo en reportar concentraciones

de mercurio en macroinvertebrados [16].

Alcance

El protocolo de evaluacion rapida propuesto en esta investigacion tiene como objetivo
convertirse en una herramienta para estudiantes y profesionales interesados en monitorear el
impacto de la MAPE en la vida silvestre acuatica de Madre de Dios y otras regiones
tropicales. Es un protocolo disefiado para proporcionar resultados de manera rapida, sencilla
y con un bajo costo relativo. Por esta razon, se centra en el analisis de mercurio total en
niveles inferiores de la red trofica acuatica (zooplancton y macroinvertebrados) y la medicion
de datos auxiliares, como los parametros fisicoquimicos de los cuerpos de aguas de interés y
las caracteristicas de los organismos colectados. Cabe recalcar, que la concentracion de
mercurio total es un indicador cominmente utilizado para conocer la concentracién de

metilmercurio en organismos vivos [35].

El protocolo propuesto ha sido validado especificamente para pozas mineras
abandonadas en la region de Madre de Dios, en Perd. Tanto los protocolos de colecta,

preparacion y analisis de muestras, como los resultados, pueden variar si se aplican en
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ecosistemas de climas y latitudes diferentes a las del caso de estudio. Por otro lado, el modelo
propuesto para identificar a los organismos acuaticos prioritarios durante una evaluacion
rapida de contaminacion por mercurio puede ser adaptado a diferentes contextos y objetivos
segun el estudio. Los resultados presentados en este proyecto de tesis estan disefiados para
ser utilizados en programas de monitoreo que buscan una mayor eficiencia en el tiempo de

muestreo y una mejor fiabilidad y robustez entre los sitios de estudio.

Por tratarse de un trabajo con una duracién de tan solo un par de meses, la validacion
del protocolo de evaluacién rapida propuesto se realizd mediante un estudio piloto que
incluydé una unica campafia de muestreo, realizada durante la transicion de la temporada
himeda a la seca. Para futuros estudios, la frecuencia del programa de monitoreo dependera
de los objetivos de este. Sin embargo, dadas las marcadas diferencias climaticas en los
trépicos, se sugiere que los programas de monitoreo de mercurio incluyan, al menos en una
etapa inicial, campafias de muestreo tanto en la temporada seca como en la de lluvias. De
esta manera, se pueden identificar posibles dependencias de los resultados en las condiciones

climaticas.

Objetivo general

Elaborar y validar un protocolo de evaluacién rapida para la determinacion vy
monitoreo de concentraciones de mercurio en los niveles troficos inferiores de la red trofica
acudtica (zooplancton y macroinvertebrados) en pozas mineras abandonadas en Madre de

Dios, Per(.

Objetivos especificos

e Disefiar un protocolo de colecta de zooplancton y macroinvertebrados acuaticos que
sea eficiente, accesible y aplicable en lugares remotos para el monitoreo de
concentraciones de mercurio en pozas mineras.

e Diseflar un protocolo para el analisis de mercurio en zooplancton vy
macroinvertebrados, utilizando un analizador directo de mercurio, para la evaluacion

rapida del grado de contaminacion en pozas mineras.
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e Evaluar la validez del protocolo de colecta de muestras y analisis de mercurio a través
de un proyecto piloto en el &rea de estudio.

e Desarrollar un modelo para priorizar grupos de organismos acuaticos de niveles
inferiores de la red trofica como bioindicadores en un monitoreo de la
bioacumulacion de mercurio en pozas mineras abandonadas en Madre de Dios.

e Identificar oportunidades de mejora en los protocolos formulados y brindar

recomendaciones.
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CAPITULO |
1. MARCO TEORICO

1.1 La mineria de oro artesanal y de pequefia escala (MAPE)

La mineria de oro artesanal y de pequefia escala (MAPE) es una actividad que se lleva
a cabo en mas de 80 paises del mundo, y es particularmente extensa en América del Sur,
especialmente en la Amazonia; Africa subsahariana y el este y sudeste de Asia [36]. Esta se
desarrolla principalmente en zonas rurales de paises de ingresos bajos y medios que poseen
reservas minerales de oro y donde otras alternativas de subsistencia son limitadas [4], [37],
[38]. A nivel global, entre 14 y 19 millones de personas se dedican a la MAPE [39], mientras

que otras 80-100 millones dependen de esta actividad para su subsistencia [37].

En la MAPE aluvial, los mineros extraen las particulas de oro depositadas en los
suelos y sedimentos aluviales. Cuando el oro se encuentra fuera del canal principal del rio,
los mineros deforestan la zona de explotacion y cavan extensas areas que posteriormente son
llenadas con agua (lluvia, bombeada desde el rio, subterranea, desviacion del cauce) para
facilitar la obtencion del mineral [3]. A estos cuerpos de agua de origen antropico se les
conoce como pozas mineras. EI material extraido es lavado y filtrado para obtener las arenas
adheridas a las particulas de oro. Finalmente, para separar el oro de las arenas, los mineros
suelen utilizar mercurio, un metal liquido que se vaporiza rapidamente [40]. Por ello, la
quema de la amalgama entre el mercurio y el oro genera la volatilizacion del mercurio [4],
[41] y produce emisiones que se transportan en la atmosfera, y con el tiempo, se depositan

incrementando la contaminacion del agua y suelo [1], [42].

En Perq, en 2015 existian 25 millones de hectareas con mineria ilegal o informal (de
distintos metales, incluido el oro) [2]. A nivel nacional, Madre de Dios es la region con mayor
produccién informal e ilegal de oro, seguido por Puno [43]. Otros lugares importantes
respecto a esta actividad son Ica, Arequipa, Ayacucho, La Libertad y Piura [2]. En la selva

del Per(, la mineria aluvial artesanal se viene desarrollando desde los afios 80, pero con el
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incremento en el precio del oro se sustituyd por la pequefia y mediana mineria, que usa
maquinaria (bombas de succion) para mover tierras y succionar el agua del rio con el fin de

lavar el material a presion [2].

1.2 La MAPE en Madre de Dios

La mineria de oro es la actividad con mayor representacion econdémica en Madre de
Dios y se estima que la mitad de la poblacion se encuentra involucrada en la mineria de oro

0 Sus servicios asociados [44].

La MAPE produce cambios en las caracteristicas fisicas y ecoldgicas de los
ecosistemas de la regién. La remocién del material del fondo de los rios y el cambio del uso
de suelo aceleran los procesos de erosion, modifican la dinamica fluvial, e incrementan la
concentracion de sedimentos suspendidos en los rios [45], [46]. Asimismo, el incremento en
los sedimentos suspendidos impacta a la biodiversidad [1], [47] y la deforestacion fomenta
la fragmentacion y pérdida de habitat [44]. Del mismo modo, la MAPE contamina los
compartimentos medioambientales (aire, suelo y agua) con mercurio [1], [44]. Entre todos
los impactos sociales y medioambientales que genera la MAPE, el uso de mercurio es el que

genera mayor preocupacion en los ambitos de la salud humana y ambiental.

Debido a su alta degradacion y contaminacion ambiental, la regién de Madre de Dios
es considerada como el sector de la Amazonia més degradado por la extraccion del oro [2].
Los impactos de la MAPE en Madre de Dios se han extendido inclusive a areas naturales
protegidas y sus respectivas zonas de amortiguamiento [4], [48], [49], [50]. Entre 1984 y
2017, la MAPE provoco la deforestacion de casi cien mil hectareas de bosque en el sudeste
de la Amazonia peruana [4]. En el afio 2019, el gobierno peruano, con el fin de erradicar la
mineria ilegal en Madre de Dios, logro recuperar y reforestar 759 hectareas impactadas por

la MAPE, de las cuales 118 hectareas correspondian a pozas mineras [51].
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1.3 El mercurio

El mercurio es un metal pesado que puede encontrarse en el medio ambiente en tres
formas; como mercurio metalico o elemental, mercurio inorganico, 0 mercurio organico [40],
[52]. EI mercurio puede ingresar a un organismo Vvivo por ingestion, inhalacion o contacto
con la piel (dermatoldgico) [53]. El mercurio es toxico en casi todas sus formas. Sin embargo,
el metilmercurio (MeHg), una de las formas orgénicas del mercurio, es neurotdxico y a
exposiciones cronicas puede ser letal. En concentraciones menos alarmantes puede causar
efectos fisioldgicos, reproductivos o de comportamiento en la fauna silvestre [21]; estos, a

largo plazo, causan repercusiones preocupantes en la supervivencia de los organismos [54].

1.3.1 Ciclo biogeoquimico del mercurio

El mercurio tiene un comportamiento especialmente complejo en el medio ambiente.
A la fecha, atn se desconocen muchos aspectos sobre el ciclo biogeoquimico del mercurio y
la aplicabilidad del conocimiento establecido varia dependiendo del contexto. EI mercurio
puede ser emitido a la atmosfera y liberado a ecosistemas terrestres o acuaticos [55], tanto
por fuentes antropogénicas como naturales. En la atmdsfera, el mercurio se encuentra
mayormente en la forma quimica de mercurio elemental (Hg(0)) [55] y tiene un tiempo de
residencia de aproximadamente 8 meses [7]. Eventualmente, el mercurio atmosférico se
oxida a su forma idnica'y mas reactiva, Hg(lIl), que puede depositarse en la superficie terrestre
0 en cuerpos de agua (Figura 1.1) [42]. Una vez que ingresa a un cuerpo de agua, el Hg(ll)
puede sufrir continuas reacciones de reduccion y oxidacion, o depositarse y acumularse en
los sedimentos de fondo [21]. Sin embargo, si condiciones apropiadas estan presentes, una
fraccion también puede metilarse y formar el MeHg, que puede ser absorbido y acumulado
por los organismos vivos [21]. Si bien el MeHg se produce principalmente a partir de la

metilacién de mercurio inorganico, el Hg(0) también puede ser metilado [11].
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Methanogenic
bacteria

Figura 1.1. Esquema de la dindmica y ciclo del mercurio en la Amazonia, obtenido de [42].

1.3.2 Metilacion del mercurio

La metilacion del mercurio depende de diversos factores como la cantidad de
mercurio inorgénico disponible en el entorno, la actividad bacteriana, el oxigeno disuelto, la
materia orgéanica en disolucion, el pH, la concentracién de sulfuros y hierro, y la temperatura
[10], [11], [12], [56]. Este proceso ocurre usualmente en la zona andxica de los cuerpos de
agua, por debajo del hipolimnio (la capa mas densa e inferior en un lago estratificado) [11],
y se da principalmente por el accionar de las bacterias reductoras del sulfato, reductoras de
hierro, metandgenas [10] y fermentadoras [21], [27], [57]. Sin embargo, en un menor
porcentaje, también existe la metilacion abidtica o en zonas oxigenadas [27]. La seccion
superficial de los sedimentos de fondo, donde ocurre la interfase con el agua, es propicia para
el proceso de metilacion debido a la ausencia de oxigeno, la presencia de nutrientes y la
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abundancia de microorganismos metiladores [27]. Ademas, existen otros sitios de metilacion,
como las raices de plantas acuéticas, sedimentos u otras particulas de material suspendidas
en la columna de agua, biopeliculas y perifiton! [11]. Estudios sugieren que los humedales

también son puntos criticos para la metilacion del mercurio [11], [27], [28], [58].

La produccion de MeHg en lagos y los sitios preferentes de metilacién dependen de
los aspectos bioldgicos, fisicos y quimicos especificos del ecosistema [11]. Un aspecto que
ocasiona variaciones en los mecanismos predominantes de metilacion en un cuerpo de agua
es la estratificacion. En lagos estratificados, la cuenca y atmosfera sirven como fuente de
Hg(ll) biodisponible, el MeHg se forma en el sedimento por temporadas y se transporta hacia
la columna de agua [11]. La profundidad del gradiente de oxigeno (donde hay una mayor
variacion en las concentraciones de oxigeno disuelto) define si la metilacion se da
mayoritariamente en el sedimento o en la columna de agua. En lagos no estratificados, la
cuenca puede ser fuente de MeHg, Hg(ll) y materia organica. En este caso, la metilacién se
da preferentemente en los sedimentos de la orilla o en el perifiton [11]. Asimismo, existe una
relacion entre las propiedades fisicoquimicas de los cuerpos de agua y la metilacion y
bioacumulacion del mercurio [11]. Por ejemplo, la disminucion del pH puede incrementar la
metilacién del mercurio [12], [59]. Asimismo, se ha reportado que la acidez y las
caracteristicas del agua en la Amazonia (aguas negras, claras o blancas) son factores
importantes para evaluar la contaminacion por mercurio en los sedimentos y su
bioacumulacion en la cadena trofica acuatica [59]. Por otro lado, la antigiiedad de los cuerpos
de agua puede guardar relacion con las concentraciones de mercurio inorganico en los

sedimentos y su metilacién [60].
1.3.3 Factores que controlan la bioacumulacion y biomagnificacion de
metilmercurio

El MeHg en los organismos vivos se elimina lentamente y tiende a bioacumularse en

los tejidos de los organismos expuestos y biomagnificarse en niveles troficos mas altos [1],

1 El perifiton es un microhabitat formado por comunidades de algas, hongos, bacterias, micro
invertebrados, entre otros. Se encuentra aislado del agua y puede estar asociado a las raices de las plantas
[11], [27].
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[13], [15]. La bioacumulacion hace referencia al incremento en la concentracion de una
sustancia retenida por el organismo a través del tiempo [1], [13], [15]. La biomagnificacion
es un proceso en el que las especies que se alimentan de organismos contaminados acumulan
concentraciones superiores a las de sus presas, ocasionando que los niveles de mercurio se
incrementen a lo largo de la red alimenticia [1], [26], [61] La bioacumulacién del mercurio
en los organismos vivos depende de factores ecoldgicos como los hébitos alimenticios,
patrones de migracion, la produccion primaria del sistema, y la longitud de la red tréfica; asi
como de factores fisioldégicos como la edad (etapa en el ciclo de vida) y tamafio de las
especies, el sexo, la genética, y las caracteristicas gastrointestinales [21], [22], [26], [62].

1.4 Bioacumulacién de mercurio en zooplancton y macroinvertebrados acuaticos

Las rutas de bioacumulacion y biomagnificacion del mercurio en los organismos
vivos son complejas. La mayoria de los estudios se han centrado en la toxicidad y
bioacumulacion de Hg en los peces; sin embargo, la incorporacion de mercurio (Hg) en la
base de la red trofica es crucial para entender su transferencia a niveles troficos superiores
[63].

El estudio de Cabana et al. [26] analiz las concentraciones de mercurio total (THQ)
en peces de lagos no contaminados en Ontario, Canada, y encontré una relacion positiva entre
la longitud y estructura de la red tréfica, y la bioacumulacion y biomagnificacion de mercurio
en peces pelagicos?, como la trucha. Por ejemplo, en lagos donde no existian fuentes
adicionales de alimento como crustaceos y peces pelagicos de forraje, el zooplancton y los
macroinvertebrados bentdnicos representaban la Gnica fuente de alimento para la trucha, y la

biomagnificacion del THg fue menor [26].
1.4.1 Zooplancton

El zooplancton es el componente animal del plancton, esta conformado por rotiferos

y micro crustaceos (claddceros y copépodos) y usualmente se alimenta de algas y particulas

2 Se encuentran en la columna de agua, alejados del fondo o de las orillas.
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de materia organica. Estos organismos son un eslabdn de gran importancia en la red tréfica,
ya que conectan a los productores primarios (fitoplancton) con los consumidores. Por lo
tanto, los cambios en la comunidad del zooplancton pueden impactar en todo el ecosistema
[29]. Ademas, el zooplancton es abundante a lo largo de distintos ecosistemas de agua dulce
y se considera un buen bioindicador de la calidad del agua, ya que tiene una alta sensibilidad
a las alteraciones en su ambiente [29], [33]. EI mercurio puede ingresar al zooplancton por
adsorcion directa del agua, absorcion, ingesta de alimento, o transferencia parental [63], [64],
[65]. Sin embargo, el MeHg presente en los alimentos es la principal fuente de exposicion al
mercurio para el zooplancton en lagos [34]. El estudio de los niveles de mercurio en
zooplancton es de gran importancia, considerando que sus concentraciones de MeHg son la

fuente de ingreso de MeHg hacia los niveles superiores de la red trofica [34].

Uno de los primeros estudios sobre bioacumulacién de Hg en organismos
plancténicos [66] compard las concentraciones de THg y MeHg en agua, fitoplancton,
zooplancton (Cladocera) y peces, para concluir que tanto el posicionamiento en la red trofica
como la acidificacion del medio (reduccion de pH), afectan el ratio MeHg/THg. En contraste
a las fracciones inorganicas del Hg, el MeHg se bioacumula a través de los niveles tréficos,
por lo que en un cuerpo de agua con pH acido-neutro (p. €j. 6.1) el MeHg representd menos
del 30% de THg en zooplancton, pero mas del 90% en tejido de peces. Del mismo modo, la
acidificacion del cuerpo de agua aumento las fracciones mencionadas de MeHg para cada
nivel trofico [66]. Estudios mas recientes reportaron las concentraciones de THg y MeHg en
zooplancton (fracciones de tamafio > 450 y > 850 um) durante 6 afios en el lago Maggionre
(norte de Italia), caracterizado por una contaminacién histérica de mercurio. EI THg en las
muestras vario entre 44-213 ug/kg y el MeHg entre 15-93 pg/kg, representando un ratio
MeHg/THg de 24 a 61% [67].

El tamafio del zooplancton y su ubicacion en la red trofica es de importancia para
comparar los resultados de distintos grupos o especies. Kainz & Mazzuder [34] investigaron
las concentraciones de MeHg en detritos (10-64 um) y zooplancton de diferentes tamafios:
micro (100-200 pum), meso (200-500 um) y macro (>500 pum). Se encontré una relacion

positiva entre el tamafio de los individuos y el MeHg acumulado en los mismos [34]. Ademas,
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el consumo de macro zooplancton, organismos preferidos de los peces planctivoros, aporta
menos nutrientes y es més eficiente en la transferencia de MeHg a niveles troficos superiores
en comparacion a zooplancton de menor tamafio [34]. En contraste con [66], los autores no
encontraron una relacion entre la bioacumulacion en zooplancton y la acidez del agua, ni con
otras variables de campo como la temperatura y el oxigeno disuelto. De forma opuesta a
conocimiento convencional, existen ensayos de laboratorio donde se ha reportado una mayor
acumulacién de mercurio en zooplancton joven en comparacion a zooplancton adulto [68].
Del mismo modo, Long et al. (2018), identificaron que la concentracion de THg en el
zooplancton de un reservorio contaminado fue superior en los organismos de menor tamario,

mientras que la concentracion de MeHg aumentd junto con el tamafio corporal [33].

En la Amazonia (principalmente en Brasil), estudios han estimado concentraciones
de THg en zooplancton desde el 2008 en rios, lagos y reservorios, reportando valores en un
rango de 10 a 388 ng/g [65]. Lino et al. (2019) identificaron que el porcentaje de MeHg en
plancton (fitoplancton y zooplancton) increment6 en lagos en contraste con el canal principal
del rio Tapajos [69]. Ademas, encontraron que las concentraciones de THg y MeHg en
zooplancton fueron superiores a las del fitoplancton, aunque otros estudios presentan
tendencias opuestas o inconclusas [65], [69], [70]. Por otro lado, Kasper et al. (2018),
hallaron un ratio MeHg/THg en el rango de 51 a 67% [70], aproximadamente el doble en
comparacion a lo reportado por [66]. A la fecha no se ha hallado evidencia de estimaciones
para la concentracion de mercurio en zooplancton en la region de Madre de Dios, 0 en pozas
mineras abandonadas de otras regiones amazoénicas. Asimismo, a excepcion del estudio de
[67], la literatura revisada, tanto a nivel amazénico como internacional, no se enfoca en el
potencial del zooplancton como organismo bioindicador. Por el contrario, la mayoria de los
autores hace uso de las concentraciones de mercurio en zooplancton para interpretar y

justificar la bioacumulacion y biomagnificacién del mercurio en niveles tréficos superiores.

1.4.2 Macroinvertebrados

Los macroinvertebrados acuaticos son organismos que habitan el fondo (bentonicos)

o la superficie de un cuerpo de agua, ya sea léntico (p. ej. lagos) o I6tico (p. ej. rios). Pueden
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encontrarse en las orillas vegetadas, en el sedimento, hojas, raices y vegetacion sumergida.
Los macroinvertebrados abarcan distintos grupos taxonémicos como insectos acuaticos
(p. €j. larvas de libélulas), crustaceos (p. ej. camarones), gasteropodos (p. ej. caracoles),
hirudineos (p. ej. sanguijuelas), entre otros [30]. Tienen gran diversidad de especies, amplia
distribucion geogréfica (inclusive en sitios donde no habitan peces), son abundantes, y
pueden ser colectados e identificados de forma relativamente sencilla y a bajo costo. Ademas,
los macroinvertebrados son muchas veces animales sedentarios, lo que incrementa su
relacionamiento a los sitios donde son muestreados y que pueden estar contaminados [30],
[31].

Existe una brecha de conocimiento sobre la bioacumulacién de mercurio en niveles
tréficos inferiores como es el caso de macroinvertebrados acuéticos. Estos organismos, al ser
fuente de alimentacion para peces o aves pueden facilitar la transferencia de MeHg desde el
ecosistema acuatico al terrestre y pueden ayudar a identificar rutas importantes de
biomagnificacion en los ecosistemas [28]. Ademas, el uso de macroinvertebrados como
bioindicadores ofrece la ventaja de reducir variables de confusion (confounders). Esto es
especialmente relevante al comparar resultados obtenidos de peces de un mismo o de
diferentes cuerpos de agua, donde pueden existir diferencias especificas de su alimentacion,
longitud de la red tréfica, tasa de crecimiento, tamafio, edad, migracion y presion pesquera
[71]. Asimismo, se ha incluso indicado que el uso de insectos acuaticos, como las ninfas de
libélula, en lugar de peces, permite una deteccion mas eficiente de las diferencias de las

concentraciones de THg entre diferentes lagos [31].

Los insectos acuaticos depredadores podrian ser la mejor opcién para utilizar el
mercurio total (THg) como sustituto del metilmercurio (MeHg). Estudios de bioacumulacion
de mercurio en macroinvertebrados en Estados Unidos y Canada, indican que los
depredadores presentan la mayor concentracion de MeHg y el mayor ratio MeHg/THg en
comparacion con los invertebrados de otros habitos alimenticios [28], [35]. Riva Murray et
al. [71] estudié las concentraciones de MeHg en insectos acuéticos y encontrd que el ratio
MeHg/THg fue de 94% para depredadores (p. ej. Odonata) y que no presentd gran variacion

entre los grupos taxonomicos. Por el contrario, en consumidores primarios
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(p. ej. Ephemeroptera) que se usualmente se alimentan de algas o materia organica en
descomposicion, el ratio fue de 35-52% y varid significativamente entre grupos taxonémicos,
localidades y estaciones [71]. Sin embargo, las caracteristicas ecoldgicas especificas de
algunos consumidores primarios podrian tener una mayor influencia que su posicion en la

red trofica y terminar acumulando mayores niveles de MeHg [72].

El Proyecto Dragonfly, una iniciativa del servicio geoldgico de los Estados Unidos
(USGS por sus siglas en inglés) ha monitoreado las concentraciones de mercurio (THg) en
larvas de libélula (Orden Odonata, Suborden Anisoptera) en parques nacionales de Estados
Unidos a traves de una extensa red de ciencia ciudadana. Con base en 450 sitios de estudio,
se reportd que, a pesar de pertenecer a diferentes familias, los macroinvertebrados de este
grupo taxonémico permiten comparar las concentraciones de THg de forma uniforme [58].
Ademas, se encontrd que las concentraciones de THg en las larvas de libélula estaban
correlacionadas positivamente con las concentraciones de THg tanto en peces como en
anfibios de las mismas ubicaciones, sugiriendo que este grupo taxonémico funciona como
un efectivo indicador de la biodisponibilidad de Hg en la red tréfica acuatica. Por otro lado,
los macroinvertebrados del suborden Heteroptera, especialmente los carnivoros (p. ej. familia
Belostomatidae y Notonectidae) también pueden presentar una buena oportunidad como
bioindicadores. Por otro lado, se reporta que estos organismos son abundantes y usualmente
presentan concentraciones de MeHg superiores a los demas grupos taxonémicos [73], aunque
algunos autores reportan niveles similares a los de las larvas de libélula [35].

Los estudios de bioacumulacion de mercurio en macroinvertebrados en la Amazonia
no son abundantes. Molina et al. [74] analizaron la biomagnificacién de THg y MeHg en
distintas redes tréficas de invertebrados en un lago en la Amazonia boliviana, desde la fuente
inicial en la base de la red (p. ej. seston, materia organica del sedimento del fondo, perifiton
y plantas acuéticas). Se evidencid la biomagnificacion del MeHg en cada red tréfica y se
identificd al perifiton como la fuente alimenticia con el porcentaje mas alto de MeHg. El
estudio concluyd que la variacion en la acumulacion de mercurio entre la época seca y
himeda es causada mayormente por el aporte de mercurio durante las inundaciones [74].

Asimismo, en el rio Madeira (rio afectado por la MAPE en la Amazonia brasilefia), Vieira et
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al. [59] encontraron que el factor de acumulacion del MeHg desde los sedimentos hacia los
organismos vivos fue mayor en macroinvertebrados, seguido por zooplancton y fitoplancton.
Ademas, las concentraciones de THg y MeHg fueron maés altas en sitios de aguas negras,
seguidos por aguas claras y aguas blancas® [59]. A su vez, Dominique et al. [75] report6
concentraciones de MeHg y THg en macroinvertebrados en Guayana Francesa (cuenca
amazonica). Cabe recalcar, que a la fecha el estudio de Diaz (2021) es el Gnico que reporta

concentraciones de mercurio en macroinvertebrados en la region de Madre de Dios [17].

1.4.3 Relacion entre el habitat acuatico y la bioacumulacion de mercurio en

zooplancton y macroinvertebrados

El hébitat de los organismos vivos acuaticos, ya sea el fondo, las orillas, o la columna
de agua, puede favorecer la bioacumulacién de sustancias toxicas. Debido a que el sedimento
de fondo suele ser el principal sitio de metilacion de mercurio en cuerpos de agua [27], los
macroinvertebrados que habitan el fondo (bentonico) pueden contener mayores
concentraciones de mercurio total (THg) y metilmercurio (MeHg) en comparacion al
zooplancton que habita la columna de agua (pelagico). Sin embargo, los estudios sobre la
concentracion de Hg en organismos bentdnicos y pelagicos no ofrecen consenso. Karimi et
al. [23] evaluaron las concentraciones de THg en dos fuentes de alimento predominantes de
peces lacustres: macroinvertebrados que habitan en el sedimento de las orillas y zooplancton.
Los resultados mostraron que el zooplancton, especialmente los claddceros, presentaron una
mayor concentracion de THg, posiblemente debido a que filtran el agua de forma mas rapida
y tienen un metabolismo mas acelerado en comparacién con los invertebrados bentonicos. A
partir de los resultados, se estima que los peces que consumen zooplancton podrian tener una
mayor concentracion de Hg, debido a que su dieta es alta en este y baja en contenido calérico.
Por el contrario, Arcagni et al. [76], mediante estudios en Patagonia, que incluian también
mediciones de MeHg, indican lo opuesto; sus resultados muestran una mayor concentracion,
tanto de THg y MeHg, en peces cuando incrementa el porcentaje de organismos bentonicos

en su dieta.

3 Las aguas negras, claras y blancas se pueden diferenciar por su pH, la carga de sedimentos suspendidos
y el nivel de materia organica [59]
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Asimismo, Kahilainen et al. [24] estudiaron el cambio estacional en la alimentacion
del pez Salvelinus alpinus (L.), también conocido como trucha alpina, y su relacion con la
acumulacién de THg en tejidos de higado y musculo en un lago oligotrofico en Noruega. Los
autores encontraron que la concentracion de THg en el higado aument6 notoriamente junto
con la proporcién de zooplancton como fuente de alimento, aunque las concentraciones de
THg en madsculo no mostraron la misma tendencia. Del mismo modo, no se identifico una
diferencia notoria en la concentracion de THg en las fuentes de alimento de S. alpinus
(zooplancton y macroinvertebrados de fondo y litoral). Los macroinvertebrados de fondo
fueron la fuente de alimentacion con valores maximos de concentracion de THg; sin
embargo, un estudio previo en un lago humico y oligotréfico de la misma region [25], obtuvo
resultados opuestos. Lindholm et al. [25] determinaron que la concentracion de MeHg (que
tiene el potencial biomagnificador) en los macroinvertebrados del litoral fue méxima, seguida

por la del zooplancton y finalmente por la de los macroinvertebrados de fondo.

En sintesis, se presume que la concentracion de mercurio en los organismos esta
asociada a su habitat, sus habitos alimenticios y a la ubicacion de los sitios de metilacién del
mercurio dentro del cuerpo de agua. Sin embargo, la relacién no queda clara aun y las
caracteristicas y dindmica de cada cuerpo de agua son factores para tomar en consideracion.
Ademas, el fraccionamiento del mercurio (division en sus diferentes formas quimicas) es un
factor clave, teniendo en cuenta que muchas veces al medir THg se desconoce la proporcion
organica/inorganica. Cabe recalcar que la mayoria de los estudios realizados se enfocan en
sistemas naturales con climas templados, mientras que las pozas mineras son cuerpos de

origen antrdpico con climas tropicales.
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CAPITULO II
2. MARCO METODOLOGICO

Este capitulo describe el procedimiento utilizado para el disefio, implementacion y
validacién de un protocolo de trabajo rapido, fiable, consistente y de bajo costo para evaluar
la bioacumulacion de mercurio en pozas abandonadas por MAPE. El procedimiento
presentado sigue las recomendaciones del documento “Guidance for Conducting a Rapid
Environmental Mercury Assessment of Artisanal and Small Scale Gold Mining Sites in the

Context of National Action Plans” de las Naciones Unidas [32].
El trabajo se dividié en 5 etapas, que se describen brevemente a continuacion.

2.1-Planificacion del trabajo: Recopilacion y revision de informacion relevante sobre el tema

de investigacion, definir los objetivos del estudio de monitoreo, delimitar el area de estudio

Yy asegurar los recursos necesarios.

2.2-Disefio del trabajo de campo y laboratorio: Disefio detallado del protocolo para la colecta,

preparacion y analisis de muestras de zooplancton y macroinvertebrados acuéticos,

ajustandose a los objetivos del estudio, asi como a los recursos disponibles (etapa 2.1).

2.3-Ejecucién de proyecto piloto: Puesta en practica del protocolo de colecta y analisis de

muestras a pequefia escala en el area de estudio para evaluar la viabilidad y disefio del trabajo.

2.4-Evaluacion del protocolo disefiado: Andlisis e interpretacion de los resultados obtenidos

del proyecto piloto (etapa 2.3) segun los objetivos de investigacion, para verificar la eficacia

y eficiencia del protocolo de trabajo propuesto.

2.5-Priorizacion de bioindicadores: Desarrollo de un modelo numérico sencillo para

identificar los grupos de organismos acuaticos prioritarios para monitorear la bioacumulacion
de mercurio en el area de estudio. EI modelo se desarroll6 de acuerdo a los resultados
obtenidos en el proyecto piloto (etapa 2.3) y se generd debido a la necesidad de optimizar el

protocolo de trabajo propuesto (etapa 2.4).
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2.1 Planificacion del trabajo

2.1.1 Recopilacion de informacion y definicion de objetivos

La primera fase de la planificacion del presente trabajo consistid en la recopilacion y
revision de reportes, articulos cientificos revisados por pares, documentos de tesis y notas
periodisticas. Inicialmente, los documentos revisados se enfocaron en la problematica de la
MAPE en Madre de Dios y la contaminacion por mercurio, asi como en la bioacumulacién
de este elemento en distintos niveles troficos acuaticos. De esta manera, se evidencio que la
mayoria de las investigaciones, especialmente en la region amazonica, utilizaban a los peces
como bioindicadores. En adelante, la revision de literatura se enfoc6 en protocolos de
monitoreo y documentos que reportan la colecta y el analisis de mercurio en otros niveles

tréficos, como zooplancton y macroinvertebrados acuéticos.

Con base en la revision de literatura y considerando las limitaciones del uso de peces
como bioindicadores, se identificd la oportunidad de formular un protocolo de colecta,
preparacion y anélisis de muestras que permita monitorear las concentraciones de mercurio
en niveles inferiores de la red trofica. Los objetivos del trabajo de investigacidn se formularon
considerando los requisitos que el protocolo necesitaba para ajustarse a los recursos y

necesidades de la region.

2.1.2 Identificacion del area de estudio y sitios de colecta

Este trabajo se realizo en la provincia de Tambopata del departamento de Madre de
Dios, Pert, de acuerdo a la literatura revisada y a los objetivos de investigacion (seccién
2.1.1). El estudio consideré ecosistemas acuaticos afectados por MAPE (pozas mineras) y
ecosistemas sin un impacto directo de MAPE (lagos sin mineria, de ahora en adelante
denominados lagos control). Los cuerpos de agua de estudio fueron seleccionados por su
cercania a la ciudad de Puerto Maldonado, capital de Madre de Dios, su facil acceso, alta

seguridad y gran informacion disponible.
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2.1.3 Disponibilidad de recursos

Recursos institucionales: Este proyecto de investigacion se llevo a cabo dentro del
marco del acuerdo de cooperacion entre el Centro de Investigacion y Tecnologia del Agua
(CITA) de la Universidad de Ingenieria y Tecnologia (UTEC) y el Centro de Innovacion
Cientifica Amazédnica (CINCIA). CINCIA es una organizacion civil sin fines de lucro, con
sede en Puerto Maldonado, Madre de Dios, y amplia experiencia de investigacion en los
efectos de la MAPE en Madre de Dios. Especificamente, el proyecto se desarrollé en
cooperacion con el Programa de Mercurio de CINCIA, enfocado en investigar el flujo del
mercurio en la region y sus impactos en el bienestar humano y ecosistémico. Cabe destacar
que la colaboracidn activa de CINCIA, como actor local en el &rea de estudio, fue un factor

determinante para la ejecucion del proyecto de investigacion.

Recursos econdmicos y materiales: El proyecto aseguré el acceso a recursos
econdémicos a través de cuatro financiamientos: los fondos 1) “Beca Provost Research
Scholarship 2022-1” y 2) “Concurso de Tesis pregrado - Modalidad Tesis I” de la
Universidad de Ingenieria y Tecnologia (UTEC); 3) la beca TReeS 2022 de la Tambopata
Reserve Society; y 4) el financiamiento de CINCIA para todo el trabajo de andlisis de
muestras. Los recursos materiales, tanto para el trabajo en campo como en laboratorio
(Anexo 1), fueron cubiertos parcialmente por el Centro de Investigacion y Tecnologia del
Agua (CITA) de UTEC y CINCIA.

Recursos humanos: Los recursos humanos necesarios para el desarrollo del presente
proyecto de investigacion incluyeron asesores cientificos, asistentes de campo, y asistentes
de laboratorio. Antes de la ejecucion del proyecto piloto, los profesionales de CINCIA
proporcionaron recomendaciones sobre los posibles sitios de muestreo y sugerencias sobre
los materiales a utilizar en el proyecto piloto. Durante el trabajo de campo, se conté con el
apoyo de dos asistentes sugeridos por CINCIA y seleccionados por su experiencia previa en
otros trabajos de campo en la misma area, asi como con el soporte temporal de una bi6éloga
con experiencia en la identificacion de macroinvertebrados de la region. Durante el analisis

de muestras en el laboratorio, se conto con la asesoria y acompafiamiento de las profesionales
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del Programa de Mercurio de CINCIA, quienes tienen conocimiento sobre el protocolo de

uso de los equipos (limpieza, calibracion y operacion).

2.2 Disefio del trabajo de campo y laboratorio

Este proceso se desarroll6 con el apoyo de investigadores que trabajan en la tematica

de mercurio en sistemas acuaticos y fauna silvestre en la region de Madre de Dios.

2.2.1 Disefio del protocolo de colecta, identificacion y preparacion de muestras

Zooplancton

El protocolo de colecta, identificacion y preparacion de muestras de zooplancton fue
disefiado tomando como referencia el “Protocolo de Métodos H-001: Muestreo Acuético en
Pozas Abandonadas por la Mineria - Plancton” de CINCIA [77], asi como algunas
publicaciones cientificas [23], [29] y los lineamientos de colecta del Ministerio del Ambiente
del Pert [78].

Colecta

El volumen de agua estipulado para la colecta de zooplancton en el protocolo
mencionado [77] es de 50 L, al tratarse de un muestreo biolégico. Al no contar con
antecedentes que indiquen el volumen de agua a filtrar para analisis de mercurio en
zooplancton de cuerpos de agua amazonicos, se decidio cuadruplicar el volumen estipulado
en [77] (200 L) con el objetivo de disponer de una cantidad superior de zooplancton que
permita realizar el analisis de mercurio. Por otro lado, se utilizo la red de nylon de 45 pm por

ser la mas utilizada en estudios cuantitativos y cualitativos de zooplancton [29].
Identificacidn y preparacion

Se clasificaron las muestras de zooplancton en dos fracciones: 60-500 um y >500 um
con el objetivo de observar posibles diferencias en la concentracién de THg asociadas al

tamanio, tal como evidenciaron Kainz & Mazzuder [34] (seccion 1.4.1). Ademas, debido a la
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alta presencia de particulas en suspension en los cuerpos de agua, se incluy6 en el protocolo
una fase de limpieza de muestras para concentrar el contenido de zooplancton. Este proceso

se planifico para ser realizado en el laboratorio.
Macroinvertebrados

El protocolo de colecta, identificacion y preparacion de muestras de
macroinvertebrados se disefid segin la metodologia de distintas publicaciones cientificas
[17], [24], [29], [59], [71], [79] asi como los lineamientos de colecta del Ministerio del
Ambiente del Perl [78],

Colecta

El muestreo de macroinvertebrados se enfoco en las orillas de los cuerpos de agua
utilizando una red tipo D-net. Las orillas de los cuerpos de agua representan una ubicacion
propicia para la colecta de macroinvertebrados debido a la presencia de vegetacion, troncos
y raices que ofrecen una variedad de habitats para estos organismos. No se muestred las
secciones profundas de los cuerpos de agua por ser de dificil acceso y requerir un tiempo
mayor y materiales adicionales, incumpliendo con los objetivos de este estudio. Se utilizé
una torre de tres tamices para segregar la muestra colectada y facilitar la visualizacion y
recuperacion de los macroinvertebrados. Los macroinvertebrados se recuperaron en campo
para aprovechar su movilidad (se mueven mas y es mas facil verlos) y reducir el peso del

material a transportar al laboratorio.
Identificacion y preparacion

La identificacion de muestras de macroinvertebrados y segregacion en base a sus
grupos taxondmicos se planificé para la etapa de campo, con el objetivo de evitar que los
grupos depredadores se alimenten de otros organismos presentes en las muestras. Durante la
preparacion de las muestras de macroinvertebrados, se dividieron ciertas muestras por tener
individuos con una longitud promedio diferente, esto con la intencion de examinar la relacion
entre la concentracion de mercurio y el tamafio de los individuos, dos variables que suelen

ser proporcionales (seccion 1.3.3).
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Nota: Se evitd el uso de preservantes como formol o alcohol para la conservacion de
las muestras de zooplancton y macroinvertebrados, ya que el ingreso de disolventes organicos
al liofilizador del Laboratorio de Mercurio y Quimica Ambiental (LAMQA), podia generar
deterioro al equipo. Las muestras de zooplancton se transportaron en cadena de frio al
laboratorio y se mantuvieron refrigeradas hasta su filtrado, mientras que las muestras de
macroinvertebrados se transportaron a temperatura ambiente y pasaron por un periodo de

depuracion de hasta 24 horas. Para mayor detalle ver seccion 2.3.2.y 2.3.3.2.
Datos ambientales de apoyo

Los datos ambientales de apoyo pueden facilitar la justificacion de los resultados
obtenidos en el proyecto. Estudios evidencian la relacion entre las propiedades
fisicoquimicas de los cuerpos de agua y la bioacumulacion del mercurio en la red trofica
acuatica (seccion 1.3.2). Asimismo, se recomienda que los monitoreos de mercurio en el
componente bioldgico acuético reporten el area de los cuerpos de agua, asi como variables
de soporte asociadas a la calidad del agua, como pH, oxigeno disuelto, fésforo, y otros
aniones y cationes [28]. Del mismo modo, se sugiere que la edad de los cuerpos de agua
puede influir en las concentraciones de mercurio inorganico en los sedimentos y su
metilacion [60]. Por otro lado, en el componente bidtico, la concentracion de mercurio suele

ser proporcional al tamafio de los individuos y a su etapa en el ciclo de vida (seccion 1.3.3).

Considerando los recursos y facilidades del proyecto se recopil6 informacién de
parametros fisicoquimicos (temperatura, pH, oxigeno disuelto, conductividad vy
transparencia) y caracteristicas de los cuerpos de agua (area y antigtiedad). Por otro lado, la
etapa del ciclo de vida de los organismos se consider6 un parametro dificil de estudiar, y se

recopilo informacion sobre el tamafio de los macroinvertebrados colectados (longitud en cm).

2.2.2 Disefio del protocolo de analisis de mercurio

Todas las muestras de zooplancton y macroinvertebrados fueron analizadas en el
Laboratorio de Mercurio y Quimica Ambiental (LAMQA), ubicado en el Centro de
Investigacion Roger Beuzeville Zumaeta del Instituto de Investigaciones de la Amazonia

Peruana (I1AP) en Puerto Maldonado. El disefio del protocolo de analisis de mercurio para
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muestras de zooplancton y macroinvertebrados tomé como base el Método 7473 de la U.S.
EPA: Mercurio en solidos y soluciones por descomposicion térmica, amalgamacion y
espectrofotometria de absorcion atomica [80], y dos protocolos operaciones estandar de
CINCIA: el protocolo de métodos M-002- Guia operacional del equipo Milestone DMA-80
Direct Mercury Analyzer [81] y el protocolo de métodos M-007- Anélisis de mercurio total

en musculo de pescado [82].

Los objetivos de este proyecto de investigacion abarcan el disefio de un protocolo
rapido y accesible para la colecta de muestras y analisis de mercurio en zooplancton y
macroinvertebrados en zonas remotas afectadas por la MAPE. Siendo el andlisis de MeHg
mas costoso Yy la colecta de las muestras mas compleja, se trabajo con las concentraciones de
mercurio total. Asimismo, la concentracion de mercurio total es un indicador cominmente

utilizado para conocer la concentracion de metilmercurio en organismos vivos [35]

Nota: Todo el material considerado para la colecta, identificacion, preparacion y
analisis de muestras fue de plastico o acero inoxidable. Se evité el uso de materiales metalicos

para eliminar posibles fuentes externas de mercurio (contaminacion).

2.3 Ejecucién del proyecto piloto

2.3.1 Descripcion del area de estudio y sitios de colecta

El muestreo del zooplancton y los macroinvertebrados se realiz6 en mayo del 2022
(transicion época himeda/época seca) en cuatro cuerpos de agua de la region de Madre de
Dios (Figura 2.1 y 2.2). En el inicio del proceso de seleccion de las pozas mineras se
considero incluir zonas con actividad minera reciente, como la Pampa y Huepetuhe. Sin
embargo, el acceso a dichas areas requiere gran preparacion/coordinacion logistica, el tiempo
y costo de transporte es alto debido a su lejania de Puerto Maldonado y algunas actividades
mineras todavia se encuentran activas, afectando la seguridad del equipo. Los lagos control
que representarian la linea base del estudio se seleccionaron considerando criterios similares

a los de las pozas mineras abandonadas. Adicionalmente, no se consideraron lagos pristinos,
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ubicados en areas naturales protegidas, ya que se debia tramitar un permiso de colecta, que
en base a la experiencia de los expertos puede tomar hasta 6 meses.

Considerando la factibilidad temporal y monetaria del proyecto de investigacion
(seccion 2.1.3), asi como la orientacion de los expertos en el tema, se muestrearon dos pozas
mineras abandonadas por la MAPE en el distrito de Laberinto, concesion minera Paolita II:
poza Inundacién y poza Shansho (sitios impactados por la MAPE), y dos cuerpos de agua
sin impacto minero ubicados en un radio menor a 20 km de la ciudad de Puerto Maldonado:

lago Tupac Amaru y lago El Triunfo (sitios de control, sin impactos de la MAPE).

441500 456500 471500 486500

/. Cuerpos de agua muestreados

Leyenda
A Lagos control
A Pozas mineras
|--- Carretera Interocednica
J‘- Centro Pobl{ado ’
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0000298

ShanshoyA:

28

TnuNdacionya Rio Madre de Dios
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o
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441500 456500 471500 486500
Figura 2.1. Area de estudio indicando los cuerpos de agua muestreados. Se sefiala la
ubicacion de Puerto Maldonado, ciudad capital de la region de Madre de Dios. *Las areas de
deforestacidn por mineria (area en color amarillo) fueron extraidas de Caballero Espejo et al.
(2018) [4].
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Tabla 2.1. Ubicacion de los cuerpos de aguas muestreados.

Coordenada UTM
Cuerpo de agua
X Y
Lago Tupac Amaru 464333 8608073
Lago El Triunfo 485941 8607363
Poza Shansho 433119 8598351
Poza Inundacion 433023 8597825

Lago Tupac Amaru

Tupac Amaru se encuentra ubicado a 16 km al occidente de la ciudad de Puerto
Maldonado y a menos de 300 m del acceso por tierra. Es un lago originado a partir del corte
natural de uno de los meandros del rio Madre de Dios alrededor de 1970. Se encuentra
aproximadamente a 200 m del rio y sigue conectado con este, por lo que la dindmica fluvial
y las actividades humanas que se llevan a cabo en el rio tienen una influencia directa en él.

Actualmente tiene principalmente usos turisticos [83].

Lago El Triunfo

El Triunfo esta ubicado aproximadamente a 6 km al oriente de Puerto Maldonado y
a 330 m de la via terrestre. Es un lago antropogénico creado a partir de una excavacion para
extraer material de construccion para pavimentar la Carretera Interoceénica Brasil-Per(
(CINCIA, comunicacion personal, 29 de marzo de 2022). Actualmente no tiene un uso

determinado.

Pozas mineras: Shansho e Inundacién

Las pozas mineras Shansho e Inundacion se ubican dentro de la concesion minera
Paolita Il, en el distrito de Laberinto, 53 km al occidente de Puerto Maldonado. Actualmente,
la extraccion del oro en la concesion se realiza mediante bombas de succién [84] y por

métodos gravimétricos (mesas vibradoras) [85], es decir, el oro se extrae por diferencia de
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densidad y no por amalgamacién con mercurio. Sin embargo, se desconoce si en algun
momento desde la generacion de las pozas se ha utilizado mercurio. Durante el muestreo, no
hubo mineria activa o se identifico sefial de actividad minera reciente en las pozas. Sin

embargo, es habitual que los trabajos en las pozas se reactiven con el pasar de los afios.
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Figura 2.2. Cuerpos de agua muestreado
(C) Poza Inundacion; (D) Poza Shansho.

s. (A) Lago Tupac Amaru; (B) Lago el Triunfo;
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2.3.2 Colecta de muestras y datos ambientales de apoyo

2.3.2.1 Colecta de zooplancton

Las muestras de zooplancton se colectaron filtrando 200 L de agua utilizando una red
de plancton de 45 um de graduacién previamente enjuagada con agua del sitio de muestreo
(Figura 2.3). ElI muestreo se realiz6 manualmente en el centro del cuerpo de agua a una
profundidad aproximada de 30 cm utilizando un balde plastico de 20 L de capacidad. La
muestra de zooplancton filtrada retenida en el colector (botella de pléstico de 200 ml) fue
traspasada a un envase de plastico de 200 ml y conservada en cadena de frio (4 °C) hasta su

arribo al laboratorio para posterior analisis. Estas muestras se denominaron muestra z0Ocampo.

Figura 2.3. Colecta de zooplancton mediante filtracion de agua.

2.3.2.2 Colecta de macroinvertebrados

La representatividad del muestreo se garantizo abarcando diferentes microhdbitats.
Para ello, se colectaron muestras en cuatro puntos diferentes ubicados en las orillas, cada uno
con caracteristicas y vegetacion diversas (Figura 2.4). Los macroinvertebrados fueron
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colectados con una red de nylon D-net de 500 um de graduacién adherida a un mango de
aproximadamente 100 cm de longitud. La colecta se realiz6 mediante el barrido y la remocion
leve del fondo y el borde de las orillas (ver Figura 4.2 en Anexo 4). Adicionalmente, se
colectaron hojas de la superficie de los cuerpos de agua y se rasparon ramas y troncos
sumergidos. En cada orilla muestreada, después de cada barrido, el material recolectado en
la red presentd un gran contenido de sustrato, por lo que se procedio a enjuagar la red en la
poza para reducir la cantidad de materia organica y sedimento (ver Figura 4.3 en Anexo 4).
En cada cuerpo de agua de estudio, las muestras de las cuatro orillas se combinaron en un

recipiente plastico para obtener una muestra compuesta.

Nota: Para asegurar la transferencia de todos los macroinvertebrados capturados en
la red al recipiente de la muestra compuesta, se tuvo a disposicion un envase plastico limpio
para colectar manualmente agua in situ. Esto con el propdésito de enjuagar la red y recuperar

los especimenes de macroinvertebrados que podrian quedar atrapados en ella (ver Figura 4.4

en Anexo 4).

Figura 2.4. Vista de los puntos de muestreo de macroinvertebrados en la poza minera

Inundacioén.
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2.3.2.3 Datos ambientales de apoyo

Como datos complementarios, se midieron los parametros fisicoquimicos del agua de
cada cuerpo de agua. Estos incluyeron la temperatura (T), la conductividad eléctrica (CE), el
pH, el oxigeno disuelto (OD) y la transparencia. Las mediciones se hicieron in-situ utilizando
un disco Secchi para la transparencia y un multiparametro digital modelo YSI Pro Plus para
los demas pardmetros (Figura 2.5). Para efectuar las mediciones con el multipardmetro, se
colectd agua en el centro del lago o poza a una profundidad aproximada de 30 cm utilizando
un balde de plastico limpio y previamente enjuagado con el agua del cuerpo de agua. Para
que la medicidn de los parametros fisicoquimicos del agua sea representativa del estado usual
del ecosistema es preferible realizar la toma de datos antes de la colecta de muestras
bioldgicas o utilizar agua de una zona cercana no alterada por la colecta.

Figura 2.5. Toma de datos ambientales de apoyo. Disco Secchi (izquierda) y
multipardmetro (derecha).

El area y afio de creacién de los cuerpos de agua también se consideraron datos
complementarios para el anlisis de los resultados. El area de los cuerpos de agua se calcul
a través de la plataforma Qgis (Anexo 2). El afio de creacién se determiné a través de la
plataforma Google Earth Engine, comparando distintas imagenes satelitales, y se estimé
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como el primer afio en el que se evidencia la existencia del cuerpo de agua (Anexo 3). Otros
datos de apoyo recopilados fueron las caracteristicas de los macroinvertebrados colectados,

como su tamafo (longitud en cm) y abundancia (nUmero de organismos) (seccion 2.3.3.2.b).
2.3.3 ldentificacién y preparacion de muestras

2.3.3.1 Muestras de zooplancton

El proceso de identificacion y preparacion de las muestras de zooplancton se realizd
en Laboratorio de Mercurio y Quimica Ambiental (LAMQA\). En el laboratorio, las muestras
Z00campo fueron transferidas a superficies plasticas para remover particulas inorganicas y
sedimentos, utilizando pipetas y jeringas de plastico y una linterna. En caso de requerir agua
adicional para este proceso, se utilizo agua destilada. Posteriormente, las muestras fueron
fraccionadas utilizando dos tamices con malla de nylon de 60 y 500 um, obteniendo asi dos
fracciones de zooplancton: >500 um y 60-500 um. Este paso se realizd con el objetivo de
explorar posibles diferencias en la concentracion de mercurio segun el tamafio de los
individuos [34].

Con el fin de confirmar la presencia de los organismos de interés en las muestras, es
decir zooplancton, se seleccioné aleatoriamente una de ellas para una observacion mas
precisa mediante un estereoscopio y un microscopio. Posteriormente, todas las fracciones de
las muestras fueron filtradas al vacio a través de filtros de nitrocelulosa de 0.45 pum para
eliminar el agua. Durante el proceso de filtracion, solo se utilizé agua destilada. Una vez
finalizado el proceso de filtrado, los filtros se doblaron en dos para proteger la muestra y se
guardaron en bolsas Whirl-Pak dentro de un congelador a -18 °C. Estas fracciones de las
muestras z00campo S€ denominaron muestras zooap y fueron luego utilizadas para el analisis

en el laboratorio.

2.3.3.2 Muestras de macroinvertebrados

El proceso de identificacion y preparacion de muestras de macroinvertebrados consto
de dos etapas. La primera se realizé en el sitio de muestreo y consistié en segregar la muestra

compuesta por tamafio de individuos a través de tamices, capturar a los macroinvertebrados
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y categorizarlos de acuerdo a su grupo taxonomico. La segunda etapa se realizo en las
instalaciones de LAMQA e incluyé la medicion, contabilizacién y limpieza de los individuos

capturados.

a) Segregacion de muestras e identificacion de especimenes: Finalizado el
muestreo y con la finalidad de reducir la cantidad de material para transportar al laboratorio,
se realizo una identificacion preliminar de los organismos capturados. La muestra compuesta
de cada cuerpo de agua fue fraccionada utilizando una torre de tres tamices (1 cm, 0.6 cm, y
0.3 cm). Este paso permitio segregar restos o fragmentos de materiales ajenos a las muestras
(pequefas piedras, ramas, hojas u otros materiales) y facilito la posterior identificacion y
almacenamiento de los individuos. Las fracciones de muestra (>1 cm, 1-0.6 cm, 0.6-0.3 cm)
se traspasaron a bandejas plasticas de color blanco con un pequefio volumen de agua
correspondiente a cada sitio muestreado para su identificacién y agrupacion por grupo
taxonémico (familia u orden). El proceso se realizé utilizando pinzas de plastico y acero
inoxidable. Los macroinvertebrados se identificaron utilizando como referencia la “Guia de
macroinvertebrados acuaticos de Madre de Dios” [30] y la “Guia para el estudio de los

macroinvertebrados acuaticos del Departamento de Antioquia en Colombia” [79].

Los individuos del mismo grupo taxonémico fueron colocados en envases plasticos
limpios, transparentes, y debidamente rotulados. Aquellos individuos que no pudieron
identificarse en esta etapa se colocaron en envases independientes para su posterior
identificacion en el laboratorio. Al almacenar y transportar las muestras de
macroinvertebrados clasificadas seglin su grupo taxonémico, se evitd la depredacion entre
distintos organismos y que se afecte la calidad de la muestra. Todas las muestras de
macroinvertebrados se transportaron a LAMQA a temperatura ambiente. Los
macroinvertebrados se mantuvieron por un aproximado de 24 horas en sus envases de colecta
para que liberasen materia organica (detritos) y otras particulas que pudiesen haber ingerido
[17]. De esta manera, se garantizO que la determinacion de mercurio en las muestras

representase la concentracion presente solo en los tejidos o esqueleto de los organismos.
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Nota: En esta etapa, se colecto aproximadamente 1 litro de agua de cada pozay lago
de estudio para llevar a cabo el siguiente proceso de medicion y contabilizacién de
especimenes. A excepcion del agua destilada, las muestras bioldgicas no entraron en contacto

con agua de una fuente distinta a la de su habitat para evitar contaminaciones.

b) Medicion y contabilizacion de especimenes: Una vez en el laboratorio, utilizando
pinzas de plastico o acero inoxidable, los macroinvertebrados se midieron y contabilizaron
sobre placas de Petri con una regla milimetrada. En aquellas muestras que contenian mas de
50 individuos, se midié Unicamente una fraccion del total. En caso de identificar individuos
cuyo tamafio diferia significativamente del promedio, estos fueron agrupados (en algunos
casos, mas de un individuo por muestra) y separados, considerandolos como una muestra
diferente para el anélisis de mercurio. Esto se realizd con la intencion de examinar la relacion
entre la concentracién de mercurio y el tamafio de los individuos, dos variables que suelen

ser proporcionales (seccion 1.3.4).

Una vez medidos y contabilizados, los macroinvertebrados se enjuagaron con agua
de su respectiva poza o con agua destilada para eliminar particulas de materiales ajenos que
pudiesen haber quedado adheridos al tejido. Las muestras de macroinvertebrados en esta
etapa se denominaron muestras macroScampo. Cada muestra macroscampo fue colocada en una
bolsa Ziploc rotulada con el nombre del cuerpo de agua y la fecha de muestreo, el nombre
cientifico, el numero de individuos por muestra y el tamafio promedio (Figura 2.6). Las
muestras macroscampo fueron conservadas congeladas a -18 °C hasta su preparacién para el

analisis.
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Figura 2.6. Fotografia de macroinvertebrados del orden Ephemeroptera, familia
Leptophlebiidae colectados en el lago control EI Triunfo. Muestras en placas de Petri
(izquierda). Bolsa Ziploc rotulada conteniendo la muestra macroScampo para su posterior
procesamiento y andlisis (derecha).

2.3.3.3 Secado de muestras

Todas las muestras zooian Y macroscampo S€ secaron por liofilizacion por un periodo de
72 horas. En resumen, las muestras se congelaron por un minimo de 24 horas, periodo
después del cual se colocaron en el liofilizador (Liobras L101, Brazil, Figura 2.7). Para
garantizar un secado uniforme, las bolsas con las muestras fueron colocadas semi abiertas.
Una vez secas, las muestras fueron nuevamente congeladas hasta su analisis. Este paso fue
realizado debido al alto contenido de humedad ambiental en LAMQA, que podria haber
rehumedecido las muestras.
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Figura 2.7. Secado de muestras de zooplancton y macroinvertebrados en el liofilizador
Liobras L101 de LAMQA.

Debido a la escasa cantidad y el bajo peso de los individuos de zooplancton y
macroinvertebrados colectados, las muestras liofilizadas no se homogeneizaron (trituraron)
previo al analisis de mercurio, como indica el protocolo de CINCIA para muestras de peces
[82], que se tomd como referencia para el analisis de las muestras de esta investigacion
(seccion 2.2.2). Durante la liofilizacion, las muestras de zooplancton se desintegraron,
adquiriendo una textura de polvillo, mientras que las muestras de macroinvertebrados

mantuvieron su estructura en la mayoria de los casos.

2.3.4 Anédlisis de mercurio total

Las muestras liofilizadas de zooplancton y macroinvertebrados fueron analizadas
para THg mediante la técnica de descomposicién térmica y espectrofotometria de absorcion
atdmica utilizando un analizador director de mercurio DMA-80 Milestone (Figura 2.8) con
el método U.S. EPA 7473 [80]. EIl aseguramiento y control de calidad de los anélisis

(precision y exactitud) se verifico a través de la lectura de soluciones estandar de mercurio,
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blancos de laboratorio y materiales de referencia certificados (DORM- 4 (0.412 pg/kg) e
IAEA-436 (4.19 pg/kg)). El porcentaje de recuperacion de las soluciones estandar de
mercurio (precision) y de los materiales de referencia certificados (exactitud) se encontrd
entre el rango de 90-110% (Tabla 2.2) [81].

Los botes de muestra de zooplancton a ingresar al DMA para el anélisis de mercurio
(zooian), se prepararon raspando el contenido retenido en cada filtro con un bisturi de acero
inoxidable. Debido a la poca masa de zooplancton retenida en los filtros, cada filtro
correspondid a un bote de muestra. Los botes de muestra de macroinvertebrados (macrosian)
se prepararon considerando la probabilidad de que la cantidad de mercurio en el bote de
muestra sea suficiente para superar el limite de cuantificacion del analizador. Ya que la
cantidad de mercurio en el bote aumenta con la cantidad de masa de muestra, la preparacion
de las muestras macrosia, dependio de la abundancia y el tamafio o peso de los individuos
(Figura 2.9).

El protocolo de métodos M-002 de CINCIA- Guia operacional del equipo Milestone
DMA-80 [81], utilizado como referencia para el andlisis de las muestras de esta investigacion
(seccidn 2.2.2.), recomienda utilizar un peso minimo de 0.05 g de muestra bidtica en cada
bote a analizar. Esta especificacion no fue incorporada en este protocolo de trabajo debido a
la poca masa disponible de los organismos de estudio. Por ello, se analizaron muestras
MacroSiab Y Z00iab CON Un peso minimo de 0.002 g y 0.001 g respectivamente. En ningn caso
se combinaron muestras de distintos sitios de muestreo, distintos grupos taxondmicos
(macroinvertebrados) o fracciones (zooplancton). Cabe recalcar que el peso de cada bote de

muestra macrosiap Y Z00iap Vario dependiendo de la masa disponible.

La curva de calibracion del DMA utilizado en esta investigacion abarco el rango de
1 a 1000 ng de THg absoluto. Los resultados obtenidos por debajo de 1 ng de THg absoluto
se consideraron por debajo del limite de cuantificacion del equipo (LOQ por sus siglas en
inglés). ElI LOQ representa el valor mas bajo que puede cuantificarse con cierta precision
[86]. Las concentraciones de THg de las muestras cuyo resultado estuvo por debajo del limite

de cuantificacion del DMA se reportan como valores <LOQ. Asimismo, las concentraciones
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de Hg de las muestras cuyo resultado estuvo por encima del limite de cuantificacion del DMA

se reportan como valores >LOQ.

1.
2.
3.
4.
5.

Seccidn para muestras
Rejilla de aire para enfriar el equipo
Bloqueo de cubierta principal
Botdn de encendido
Terminal digital

Figura 2.8. Analizador Directo de Mercurio DMA-80 de la marca Milestone [81].

Tabla 2.2. Valores de materiales de referencia certificados (CRM, por sus siglas en inglés)

y soluciones estandar de mercurio utilizados durante el anélisis de las muestras para el control

de calidad.

CRM o solucion Matriz Concentracion Concentracion Recuperacion
estandar tedrica (ng/g) medida (ng/g) (%)
DORM-4 Musculo de pescado 412 +36 38545 93%

(proteina de pescado)
IAEA-436 M”SC“'& t‘ffn;’escado 4190+360 43004142 103%
STD 10 ng Solucién estandar de Hg 101 96 96%
STD 40 ng Solucién estandar de Hg 1005 1013 101%
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Figura 2.9. Preparacion de botes de muestras con macroinvertebrados para el analisis de
mercurio en el DMA. Muestra liofilizada (bolsa Ziploc) y muestra para medicién (bote de

muestra).

2.4 Evaluacion del protocolo disefiado

2.4.1 Observaciones del proyecto piloto

Posterior a la ejecucion del proyecto piloto en Madre de Dios se identificaron los
procedimientos y acciones que podrian optimizarse para asi proponer ajustes en el disefio

inicial del protocolo.
2.4.2 Relacion de los resultados con los datos ambientales de apoyo

Se analizo la relacion entre los datos ambientales de apoyo recopilados en campo con
los resultados de concentracion de mercurio en zooplancton y macroinvertebrados, con el
objetivo de identificar la relevancia en el monitoreo de estos parametros. Para cada sitio de
muestreo se calcul6 el coeficiente de correlacion lineal (r) y el coeficiente de determinacion

(R?) entre la concentracion de mercurio promedio en zooplancton y macroinvertebrados con
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los pardmetros fisicoquimicos recopilados en campo, el area de los cuerpos de agua, y su
antigliedad. Por otro lado, se evaluo la relacion entre el tamafio y la abundancia de los
macroinvertebrados y su concentracion de mercurio. Para definir una correlacion lineal
robusta entre dos variables, se consideré como minimo un coeficiente de determinacion (R?)
de 0.8.

2.4.3 Evaluacion de la validez del protocolo

La validez del protocolo disefiado para zooplancton y macroinvertebrados se
determind considerando los resultados de las concentraciones de mercurio para cada grupo
de organismo obtenidas en la ejecucion del proyecto piloto. El objetivo de la presente seccidn
es identificar el potencial del zooplancton y los macroinvertebrados como bioindicadores
efectivos de las concentraciones de mercurio en cuerpos afectados por la MAPE. Se

consideraron los siguientes criterios:

e ;Permite la metodologia propuesta diferenciar las concentraciones de THg entre
pozas mineras Yy lagos control?

e Permite la metodologia propuesta analizar la diferencia en las concentraciones de
THg entre los diferentes grupos taxondmicos muestreados?

e ;Son las concentraciones de THg coherentes y consistentes con los resultados
reportados por estudios cientificos previos?

2.5 Priorizacion de bioindicadores

Dada la gran diversidad de organismos acuaticos de niveles tréficos inferiores en el
area de estudio, es recomendado seleccionar a los mas apropiados para monitorear la
bioacumulacion de mercurio en los ambientes acuaticos de interés. Esta seccion presenta el
desarrollo de un modelo numérico sencillo para identificar los grupos taxonomicos
prioritarios de macroinvertebrados para el monitoreo de la bioacumulacion de mercurio en

pozas mineras de interés.
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El disefio del modelo se basd en las observaciones y los resultados obtenidos durante
la aplicacion del protocolo de colecta y analisis de muestras de macroinvertebrados (seccion
3.1.2'y 3.2.1.2) y considera cinco criterios, que incluyen la concentracion de mercurio y los
parametros bioldgicos propios de cada grupo taxondmico (referido como “tax’). Futuras
investigaciones que busquen aplicar este modelo en diferentes areas de estudio deben tener
en cuenta que se requieren resultados numéricos de un estudio piloto como datos de entrada

para el modelo.

Los cinco criterios considerados en el modelo numérico propuesto se describen a

continuacion:

a) Longitud corporal promedio (Lx): El tamafio de los individuos de un grupo

taxonémico influye en la cantidad de tiempo y esfuerzo necesarios para su colecta y la
preparacion de las muestras. Por ello, los programas de monitoreo deben priorizar los grupos
de macroinvertebrados con individuos de mayor tamafio, ya que implica un menor tiempo
para su colecta, identificacion y preparacion para el analisis de mercurio. Ademas, los
organismos de mayor longitud, al tener mayor masa, aportan una mayor cantidad de mercurio
por individuo en comparacion a un organismo pequefio, aumentando la probabilidad de
obtener resultados por encima del limite de cuantificacion del analizador de mercurio,

inclusive con una baja abundancia. Este criterio se expresa en centimetros (cm).

b) Concentracion promedio de mercurio (Hwx): Se recomienda priorizar aquellos

grupos taxonémicos de macroinvertebrados que muestren mayor acumulacion de mercurio
por unidad de masa (ng/g) en los resultados del proyecto piloto. Los macroinvertebrados que
acumulen mas mercurio requerirdn una menor cantidad de muestra (tamafio y abundancia)
para superar el limite de cuantificacion del analizador de mercurio. Este criterio se expresa

en ng/g (peso seco).

¢) Abundancia relativa (Atax): Un programa de monitoreo debe priorizar a los grupos

de macroinvertebrados méas abundantes, es decir aquellos con un mayor nimero de
individuos, en los cuerpos de agua de estudio. Ello garantizara un mayor nimero de muestras

para el analisis de laboratorio, lo que se traducira en resultados estadisticamente mas
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robustos. La abundancia relativa se utiliza para reflejar la abundancia de cada grupo
taxondmico con respecto al total de individuos en un cuerpo de agua.

d) Frecuencia (Frx): Hace referencia a la ocurrencia de un grupo taxonémico en los

cuerpos de agua de estudio. Un programa de monitoreo debe priorizar aquellos grupos de
macroinvertebrados con una alta frecuencia (ocurrencia en todos o casi todos los cuerpos de
agua de estudio). Esto garantizara el poder comparar los diferentes cuerpos de agua de
estudio, asi como la factibilidad de realizar estudios multiespaciales. La frecuencia se expresa
como una fraccion del total, donde 1 indica que el grupo taxonémico se hallé en todos los

cuerpos de agua y 0 indica la ausencia del grupo taxonémico en todos los cuerpos de agua.

e) Comparabilidad (Crax): Refleja la posibilidad de comparar las concentraciones de

mercurio halladas en pozas mineras con las concentraciones de mercurio halladas en cuerpos
de agua control. La comparabilidad tiene dos valores: es 0, cuando el grupo taxondmico se
colecta Gnicamente en lagos control 0 en pozas mineras, y es 1, cuando el grupo taxonémico

es hallado en ambos ecosistemas.

La férmula del modelo combina los cinco criterios identificados a través de un indice
ponderado Ptax, concebido para reflejar la relevancia de la inclusion de un determinado grupo
taxondmico en un estudio para cuantificar la concentracién de mercurio en el componente
bioldgico de un ecosistema acudtico. Los valores de los criterios se ingresan al modelo
normalizados, es decir, en un rango de 0 a 1, considerando los valores minimo y méaximo de

cada conjunto de datos. La férmula del indice ponderado Prax €s la siguiente:

Prax = X4 (ltax) + X, (htax) + X3 (atax) + X4-(ftax) + X5 (Ctax)

Donde:

ltax Longitud corporal promedio normalizada de un grupo taxonémico

hax  Concentracion promedio de mercurio normalizada de un grupo taxonémico
ax  Abundancia relativa normalizada de un grupo taxonomico

Ttax Frecuencia normalizada de un grupo taxonémico
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Ctax ~ Comparabilidad de un grupo taxondmico en los cuerpos de agua de estudio

tax ~ Grupos taxondémicos colectados y analizados en el estudio. Por ejemplo, tax=
[Belostomatidae, Coenagrionidae, Coleoptera, Libellulidae...].

Los criterios normalizados lax, Ntax, atx, frax, Y Ctax S€ calculan a partir de las

siguientes ecuaciones.

Ltax —min (Ll LNtax)

leax = .

M max (Ly oo Lyrgy) — min (Ly . Lytax)
h — Htax —min (Hl ---HNtax)

tax max (Hl "'HNtax) - mln (Hl ---HNtax)
a — Apgxy —min (Al ---ANtax)

M max (Ay o Antax) — min (A1 ... Ayeax)
f — Frgx —min (Fl ---FNtax)

L max (Fy ... Fyeax) — min (Fy ... Fyrax)

_ Crax —min (C ... CNtax)

Ctax =

max (Cl CNtax) - mln (CI CNtax)

En la férmula, los factores X1-Xs reflejan la importancia relativa de cada uno de los
criterios. En otras palabras, los factores X1-Xs suman un 100% (fracciones de la unidad). Por
tanto, si se considera que todos los criterios tienen la misma importancia relativa, cada factor
valdria 0.2 (“5). No obstante, si algiin criterio es considerado de mayor importancia en
concordancia con los objetivos del proyecto, se le debe asignar un valor superior (por
ejemplo, 0.5) y dividir el sobrante entre los factores restantes. En sintesis, el valor del indice
ponderado Px puede variar entre 0 y 1. Al comparar los indices Pwx de cada grupo
taxondmico incluido en el estudio, se pueden identificar los grupos taxonémicos a priorizar,

que tendran valores Pax mas cercanos a 1.
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CAPITULO III

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Este capitulo se divide en tres secciones. La primera describe los resultados obtenidos
durante el proyecto piloto ejecutado siguiendo el protocolo de trabajo propuesto para la
colecta, preparacion y andlisis de muestras de zooplancton y macroinvertebrados para
monitorear la bioacumulacion de mercurio en pozas mineras de Madre de Dios (seccion 3.1).
En la segunda seccion, se evalla la eficacia y validez del protocolo propuesto para abordar
los objetivos de investigacion trazados (seccion 3.2). Finalmente, utilizando los resultados
del proyecto piloto, la tercera seccion presenta la aplicacién del modelo numérico propuesto
para la identificacion de bioindicadores prioritarios (seccion 3.3) y proporciona
recomendaciones de los grupos taxondmicos a priorizar en futuros estudios de

bioacumulacion de mercurio en pozas mineras del area de estudio.

3.1 Resultados del proyecto piloto
3.1.1 Protocolo para zooplancton

3.1.1.1 Colecta, identificacion y preparacion de muestras

A partir de la colecta en el proyecto piloto, se obtuvieron un total de cuatro muestras
de zooplancton, correspondientes a cada uno de los cuerpos de agua muestreados (seccion
2.3.2.1). Ademas, se incluyeron dos muestras adicionales obtenidas incidentalmente durante
el procesamiento de macroinvertebrados (seccion 2.3.3.2), una del lago control Tupac y otra
de la poza minera Inundacion. Después de fraccionar las muestras (60-500 pum y >500 um;
seccion 2.3.3.1), se obtuvieron un total de 12 muestras zooia para el anélisis de mercurio
(Tabla 3.1). La observacion en el microscopio y estereoscopio de la muestra de la poza
minera Shansho confirmo la presencia de zooplancton en las muestras colectadas. Aunque se

identificd la presencia de claddceros y copépodos en las muestras (Figura 3.1y 3.2), no se
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logro identificar rotiferos y tampoco fue posible confirmar una diferenciacion entre los
organismos encontrados en las fracciones 60-500 pum y >500 pm, respectivamente.

Figura 3.1. Claddceros colectados en la poza minera Shansho vistos desde un microscopio
optico. Clase Crustacea, Subclase Braquidépoda, Suborden Claddcera.

Figura 3.2. Copépodos colectados en la poza minera Shansho vistos desde un microscopio
Optico (izquierda) y un estereomicroscopio Optico (derecha). Clase Crustacea, Orden

Copépoda, Sub-orden Calanoida.
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3.1.1.2 Andlisis de mercurio

De las doce muestras zooiab disponibles para el analisis de mercurio (Tabla 3.1), cinco

no fueron analizadas debido al poco material de la muestra (<0.001 g) y la alta probabilidad

de que no superasen el limite de cuantificacion del equipo, de acuerdo a la experiencia del

personal del

concentraciones de mercurio >LOQ. Ambas muestras correspondieron a la poza minera

Inundacion (552 y 512 ng/g).

laboratorio. De las siete muestras analizadas, solo dos presentaron

Tabla 3.1. Concentracion de mercurio total (THg) en muestras de zooplancton. Las

concentraciones reportadas como <LOQ representan valores menores a 1 ng.

Fraccion de muestra

Categoria Cuerpo de agua (um) Concentracién THg (ng/g)
60-500 <LOQ
No analizada por insuficiente
>500 material de muestra
Tupac . : —
60-500* No analizada por insuficiente
Lagos control material de muestra
>500* <LOQ
60-500 <LOQ
El Triunfo 500 No analizada por insuficiente
material de muestra
60-500 <LOQ
>500 552
Inundacién 60-500* 512
Pozas mineras SE00* No analizada por insuficiente
material de muestra
60-500 No analizada por insuficiente
Shansho material de muestra
>500 <LOQ

*Submuestra obtenida del procesamiento de muestras de macroinvertebrados
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3.1.2 Protocolo para macroinvertebrados

3.1.2.2 Colecta, identificacion y preparacion de muestras

Al finalizar el proceso de colecta e identificacion de muestras (seccién 2.3.3.2), se

obtuvo un total de 35 muestras macroScampo (17 en lagos control y 18 en pozas mineras)

(Tabla 3.2). Las muestras agruparon 504 especimenes, pertenecientes a doce grupos

taxonodmicos: cuatro grupos identificados a nivel de orden y ocho grupos identificados a nivel

de familia. De los doce grupos, solo tres (p. ej. Belostomatidae, Coenagrionidae y

Libellulidae), fueron colectados en los cuatro cuerpos de agua muestreados (Tabla 3.2).

Tabla 3.2. Distribucion de muestras macroscampo €n 10s cuerpos de agua estudiados.

Grupo taxonémico

Lagos control

Pozas mineras

Muestras
Orden Familia Tupac | El Triunfo | Inundacién | Shansho | MacrOScampo

Belostomatidae v Vi v V12 6
Hemiptera

Corixidae/Notonectidae V12 2
Caridea* V12 v 3
Coleoptera* v v v 3

Coenagrionidae v v v v 4
Odonata Libellulidae Vi v v v 5

Gomphidae v v 2
Gastropoda* v v 2
Glossiphoniiformes* v V? v 3

Leptophlebiidae V2 v 2
Ephemeroptera

Polymitarcyidae v v 2
Diptera Chironomidae v 1

Total 9 8 9 9 35

*No se logro identificar a nivel de familia

!Muestras subdivididas segun el tamafio de los individuos
2Muestras posteriormente excluidas del analisis de mercurio por insuficiente cantidad de material
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Los grupos taxondmicos de mayor abundancia (numero de individuos) en los cuerpos

de agua estudiados fueron Coleoptera, Leptoplhebiidae y Corixidae. Por el contrario, los

grupos que tuvieron una menor abundancia fueron Gastropoda, Polymitarcyidae y

Gomphidae, que coincidentemente son también grupos con altos valores de longitud

corporal. El grupo taxonémico de mayor tamafio fue Caridea, seguido por Gomphidae. Con

respecto a la frecuencia de los macroinvertebrados, dos grupos taxonémicos (Chironomidae

y Corixidae) se colectaron solo en un cuerpo de agua; sin embargo, esto no descarta que sea

posible encontrarlos en los demas cuerpos de agua (Tabla 3.3).

Tabla 3.3. Caracteristicas de los grupos taxondmicos de macroinvertebrados colectados.

Valores en cursiva corresponden a la desviacion estandar.

Grupo taxonémico Variables
NUmero de . Longitud
- Abundancia . corporal
Orden Familia muestras Frecuencia .
total promedio
) Belostomatidae 6 35 100% 1.04 (0.45)
Hemiptera — -
Corixidae/Notonectidae 2 37 25% 0.40 (0.14)
Caridea* 3 12 50% 2.26 (1.46)
Coleoptera* 3 125 75% 0.27 (0.11)
Coenagrionidae 4 40 100% 1.34 (0.11)
Odonata Libellulidae 5 18 100% 1.00 (0.21)
Gomphidae 2 6 50% 2.19 (0.16)
Gastropoda* 2 4 50% 1.55(0.14)
Glossiphoniiformes* 3 53 75% 0.93 (0.20)
Leptophlebiidae 2 109 50% 0.77 (0.33)
Ephemeroptera
Polymitarcyidae 2 5 50% 1.62 (0.30)
Diptera Chironomidae 1 60 25% 0.80
Total 35 504 - -

*No se logro identificar a nivel de familia
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3.1.2.3 Andlisis de mercurio

De las 35 muestras macroScampo, S0l0 30 (467 macroinvertebrados) fueron analizadas
por mercurio total para la validacion del protocolo del andlisis (Tabla 3.4). Las cinco
muestras restantes (Tabla 3.2%) fueron descartadas por el escaso material de muestra
disponible (<0.002 g), que en la experiencia del personal de laboratorio, no sobrepasaria el
limite de cuantificacion del equipo. De acuerdo a la abundanciay al tamafio de los individuos,
de las 30 muestras macroScampo, S€ prepararon un total de 42 muestras macrosia, para el
analisis de mercurio. Algunos grupos, como Belostomatidae y Caridea, contaron con
individuos de suficiente tamafio y abundancia para preparar dos o tres botes de muestra
macroSia, POr muestra macroScampo. LOS grupos taxonémicos con individuos de menor
tamario, p. ej., Coleoptera, Leptophlebiidae y Chironomidae, se agruparon casi en su totalidad

en un solo bote de muestra macrosian por cuerpo de agua (Tabla 3.4).

De las 42 muestras macrosiap analizadas, 35 (83%) presentaron concentraciones de
THg >LOQ (Tabla 3.4). De estas, 22 muestras correspondieron a pozas mineras y trece a
lagos control. Solo la familia de Libellulidae presentd concentraciones de THg >LOQ en los
cuatro cuerpos de agua muestreados. Considerando Unicamente las muestras macrosiab
>L.0Q, la concentracion de THg varié de 26 ng/g (Libellulidae en lago control El Triunfo) a
1972 ng/g (Belostomatidae en poza minera Inundacidn), con una concentracion media de 387
+ 409 ng/g (mediana 205 ng/qg).

De las siete muestras macrosia, con concentraciones de THg <LOQ, seis (86%)
correspondieron al lago control El Triunfo (cuatro de Belostomatidae, una de
Coenagrionidae, y una de Leptophlebiidae). Esto podria responder a la poca masa o

acumulacién de mercurio en las muestras de macroinvertebrados de El Triunfo.
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Tabla 3.4. Resumen de la preparacion y el anélisis de mercurio de las muestras de

macroinvertebrados. Se indica el nUmero de muestras colectadas en campo consideradas en

el analisis (Muestras macroscampo), la cantidad de macroinvertebrados presentes en dichas

muestras (Abundancia total), el nimero de botes de muestra analizados por el DMA

(Muestras macrosiab), €l nimero de muestras analizadas con resultados por encima del limite

de cuantificacion analitico (Muestras macrosias >LOQ 1 ng) y la concentraciéon de THg para

dichas muestras (THg ng/kg >LOQ 1 ng). Valores en cursiva corresponden a la desviacion

estandar.
Grupo taxondémico Variables
- Muestras | Abundan- | Muestras Muestras THg
Orden Familia macros ciatotal | macrosg, | MaCrO% | (no/g)
campo al >LOQ >LOQ
. 768.87
Belostomatidae 5 16 9 5
Hemiptera (722.59)
Corixidae/Notonectidae 1 33 1 1 101.52
Caridea* 2 9 6 6 (Zgggi)
Coleoptera* 3 125 4 4 (gg;ég)
Coenagrionidae 4 40 4 3 (igéég)
Odonata Libellulidae 5 18 5 5 (gggg)
Gomphidae 2 6 4 4 &ggig)
Gastropoda* 2 4 2 2 (165596162;
Glossiphoniiformes* 2 51 2 2 (ggg%
Leptophlebiidae 1 100 2 1 31.48
Ephemeroptera
Polymitarcyidae 2 5 2 1 142.84
Diptera Chironomidae 1 60 1 1 31.29
386.83
Total 30 467 42 35 (408.73)

*No se logro identificar a nivel de familia
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3.1.3 Datos ambientales de apoyo

Parametros fisicoquimicos del agua

Los parametros fisicoquimicos del agua de los cuerpos de agua muestreados no
presentaron un patron de variabilidad que pudiese relacionarse con su impacto antropogénico
(Tabla 3.5). La temperatura (27.27 + 0.38 °C) fue similar en los cuerpos de agua. EI pH del
agua (6.57 = 0.79) fue acido en los cuerpos de agua a excepcion del lago El Triunfo (7.66).
El oxigeno disuelto (4.92 + 2.28 mg/L) y la conductividad (107.80 + 44.37 uS/cm)
presentaron valores méas altos en los lagos control. Por ultimo, la transparencia (43.75 *

14.64) alcanzo su valor mas bajo en el lago El Triunfo.

El pardmetro que usualmente se encuentra ligado a la metilacion y biodisponibilidad
del mercurio es el oxigeno disuelto (seccion 1.3.2). Como es de esperarse, la concentracion
de oxigeno fue inferior en pozas mineras. No obstante, los datos son insuficientes para
asegurar un comportamiento diferenciado entre pozas mineras y lagos control. La
transparencia fue inferior en el lago El Triunfo. Sin embargo, no se cuenta con una
justificacién para su disminucion, idealmente se esperaria hallar valores inferiores de

transparencia en las pozas mineras, ya que usualmente tienen mayor turbidez.
Areay afio de formacion

El cuerpo de agua de mayor antigiiedad y area fue el lago control Tupac.
Posteriormente, se formo el lago de El Triunfo, y finalmente las pozas mineras Inundacién y
Shansho. El area de las pozas mineras fue inferior en comparacion a los lagos control
(Tabla 3.5).
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Tabla 3.5. Datos ambientales de apoyo de los cuerpos de agua de estudio.

Lagos control Pozas mineras
Categoria Parametro
Tupac | El Triunfo | Inundacion | Shansho

Temperatura (°C) SD* 25.10 25.00 25.70

Oxigeno disuelto (mg/L) 6.84 SD* 2.40 5.52
Parametros Conductividad (uS/cm) 99.20 171.00 93.70 67.30
fisicoquimicos del agua

pH 5.82 7.66 6.52 6.26

Transparencia (cm) 55 23 53 44
Caracteristicas de los | Area (ha) 8.66 311 0.41 0.15
cuerpos de agua Afio de formacion 1969 2009 2014 2011

SD: sin dato
*No se pudo realizar la medicién debido a un fallo técnico del multipardmetro.

3.2 Evaluacién del protocolo disefiado
3.2.1 Observaciones del proyecto piloto

3.2.1.1 Observaciones al protocolo en zooplancton

A continuacion, se presentan observaciones realizadas durante la ejecucion del
proyecto piloto en Madre de Dios al protocolo de colecta, preparacion y analisis de muestras
de zooplancton. Las observaciones se enfocan en la eficiencia del protocolo y proponen

oportunidades de mejora.
Colecta de muestras

e Adicional al protocolo establecido, se observé la presencia de zooplancton en el agua
colectada con las muestras de macroinvertebrados, por lo que se extrajo con una
pipeta y reservo para su posterior fraccionamiento y andlisis. Cabe resaltar que la
recuperacion del zooplancton presente en las muestras de macroinvertebrados se

realizd Unicamente debido a la escasa cantidad de zooplancton colectado, y con la
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intencion de garantizar la validacién del protocolo de andlisis. En caso se disponga
de suficiente material de zooplancton para el anélisis, este paso no es necesario.

e A pesar de incrementar el volumen de agua filtrada (200 L en contraste a los 50 L
[77]), la masa retenida fue insuficiente. Es posible que la metodologia de colecta
propuesta no sea la mas efectiva para alcanzar una masa contundente de zooplancton.
Sin embargo, también es posible que la abundancia de zooplancton en los sitios de
muestreo no haya sido alta. Por ejemplo, la presencia de zooplancton en el agua de
las muestras de macroinvertebrados en Tupac e Inundacion (seccion 3.1.1.2), podria
ser un indicio de que existe mayor abundancia de zooplancton en zonas con
vegetacion, ya que esta puede dar refugio contra los peces predadores durante el dia
[87].

Identificacion y preparacion

e Eltiempo requerido para remover particulas abiéticas (p. ej. sedimentos suspendidos)
de las muestras de forma manual en el laboratorio fue tedioso, incluso pudo tomar
mas de 2 horas por muestra y el resultado no termind siendo satisfactorio. Al finalizar
la limpieza de las muestras no fue posible asegurar que la muestra estuviese
compuesta Unicamente por zooplancton (Figura 3.3). La remocion de particulas
abidticas en suspension es importante, ya que estas pueden aportar contenido de

mercurio y alterar la concentracion de mercurio en la muestra.

e Debido a la dificultad para visualizar a los individuos de forma directa, no es viable
caracterizarlos durante una campafia de monitoreo en base a su grupo taxondémico,
abundancia o frecuencia. En el escenario de un programa de monitoreo, esto limita

las posibilidades de justificar outliers y explicar los resultados obtenidos.

e El fraccionamiento de las muestras (>500 um y 60-500 pm) disminuyo la masa de
zooplancton que ingres6 al DMA, incrementando la posibilidad de que las muestras
se encuentren por debajo del LOQ del equipo. Asimismo, en ninguno de las muestras

fue posible realizar mas de una muestra zooiap POr muestra Zo0Ocampo.
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Analisis de muestras

e El protocolo de CINCIA indica “para las muestras bioticas se considerara un peso
hasta de 0.0500 g debido a que contienen mayor cantidad de Hg y para muestras
abioticas hasta 0.100 g”. En la ejecucion del proyecto piloto se consideré un peso
minimo de 0.001 g para muestras de zooplancton debido a la poca masa disponible.
Sin embargo, considerando que el 71% de las muestras no superd el LOQ (1 ng), se
estima que el peso minimo debe ser superior. Debido a la poca cantidad de muestras
analizadas no fue posible sugerir un peso minimo para futuros analisis.

e Paraasegurar la calidad del andlisis de las muestras de zooplancton se utilizé material
de referencia certificado (CRM, por sus siglas en ingles) de tejido de pescado
(DORM-4 e IAEA-436). Sin embargo, de contar con los recursos disponibles, se
sugiere utilizar CRM elaborado a base de plancton (p. ej. BCR-414 [67]).

o

o

Figura 3.3. Fraccion de muestra zooplancton (60-500 pm) con presencia de sedimentos

gruesos y finos.

3.2.1.2 Observaciones al protocolo en macroinvertebrados

A continuacion, se presentan observaciones realizadas durante la ejecucion del
proyecto piloto en Madre de Dios al protocolo de colecta, tratamiento y analisis de muestras
de macroinvertebrados. Las observaciones se enfocan en la eficiencia del protocolo y las
oportunidades de mejora.
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Colecta de muestras

Los grupos taxonémicos reportados no fueron los unicos presentes en los cuerpos de
agua. Por ejemplo, en la mayoria de los casos se observaron chironémidos, pero no
se colectaron ya que eran dificiles de atrapar y no eran abundantes. Asimismo,
muchas veces se optd por no colectar gastropodos ya que es dificil retirar el

caparazon.

El muestreo en cuatro orillas por cuerpo de agua permitio colectar material suficiente
para la validacion de protocolo disefiado. Sin embargo, para monitoreos a largo plazo
se recomienda incrementar el nimero de puntos de muestreo por cada cuerpo de agua,
y seguir recomendaciones sobre la cantidad minima de macroinvertebrados a colectar

dependiendo del grupo taxondmico Yy las caracteristicas del cuerpo de agua.

Identificacion y preparacion de muestras

La torre de tamices facilitd la identificacion de los macroinvertebrados, pero se
evidencié mucho sustrato colmatado en los tamices. El sustrato pudo disminuir

incrementando el tiempo de enjuague de la muestra.

Debido a que este estudio buscaba analizar todos los grupos taxonémicos, los tamices
seleccionados si permitieron recuperar macroinvertebrados de tamafio reducido (3
mm), sin embargo, los organismos de menor tamario son los mas dificiles de colectar.
El tamafio de la red de nylon utilizada para la colecta, como el de los tamices puede

ajustarse dependiendo el tamafio de los macroinvertebrados que se busca colectar.

En campo, fue factible segregar e identificar a la mayoria de los macroinvertebrados
que tuvieron un tamafio mayor a 1 cm. Por el contrario, los organismos de menor
tamafio usualmente se almacenaron de forma combinada y se clasificaron en

laboratorio.
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Analisis de muestras

Durante la preparacion de las muestras macroscampo, algunas (n=5) se subdividieron
con base en su longitud corporal para observar diferencias por tamafio. En tres de
ellas, la muestra con la fraccion de menor tamafio no tuvo la masa suficiente para ser
analizada (minimo 0.002 g), mientras que en las otras dos no se evidencidé una
diferencia en la concentracion del mercurio asociada al tamafio. Se concluye que, en

este caso no fue productivo dividir las muestras por tamafio.

Al inicio del proceso de analisis se intentd homogeneizar una muestra de
macroinvertebrados. Sin embargo, al pulverizar la muestra dentro de su bolsa Ziploc,
todas las particulas se adhirieron a las paredes de la bolsa y fue imposible recuperar
el material para su analisis. Es posible que el material de la bolsa haya generado este
suceso, y que se obtengan resultados distintos con envases pequefios

(aproximadamente 50 ml) de vidrio o plastico con tapa de rosca.

El limite de cuantificacion del equipo redujo la cantidad de muestras macrosia, que
formaron parte de la validacion del protocolo propuesto. A pesar de que existen
analizadores de mercurio de mayor tecnologia con un limite de cuantificacion
inferior, se debe trabajar en base a los recursos disponibles y es probable que no se
encuentren mayores avances tecnoldgicos en zonas alejadas y de dificil acceso donde
se desarrolla la MAPE.

El protocolo de CINCIA indica “para las muestras bidticas se considerara un peso
hasta de 0.0500 g debido a que contienen mayor cantidad de Hg y para muestras
abidticas hasta 0.100 g”. En la ejecucion del proyecto piloto se considerd un peso
minimo de 0.002 g para muestras de macroinvertebrados debido a la poca masa
disponible. Sin embargo, considerando que el 17% de las muestras no supero el LOQ
(1 ng), se estima que el peso minimo a considerar para muestras de
macroinvertebrados en futuros andlisis podria ser de 0.04 g para lagos control y de

hasta 0.01 g para pozas mineras.

67



e Paraasegurar la calidad del analisis de las muestras de macroinvertebrados se utilizo
material de referencia certificado (CRM, por sus siglas en ingles) de tejido de pescado
(DORM-4 e IAEA-436). Sin embargo, de contar con los recursos disponibles, se
sugiere utilizar un CRM de mdsculo de langosta [88], ostra, mejillon [89] o algun
macroinvertebrado (p. ej. TORT-3, BCR-278).

3.2.2 Relacién de los resultados con los datos ambientales de apoyo

3.2.2.1 Caracteristicas de los cuerpos de agua y concentraciones de mercurio

En esta seccion se buscd identificar correlaciones entre los datos ambientales de
apoyo recopilados para caracterizar los cuerpos de agua y las concentraciones de THg en
zooplancton y macroinvertebrados en cada cuerpo de agua. Sin embargo, la concentracion
de THg promedio en zooplancton solo pudo ser determinada en la poza minera Inundacion,
por lo que no se pudo estimar su relacion con los datos ambientales de apoyo (Tabla 3.6).
La concentracion de THg promedio en macroinvertebrados vario entre los cuerpos de agua
(331.99 + 300.51 ng/g) y fue mayor en la poza minera Inundacion, seguida por la poza minera

Shansho, el lago Tupac y finalmente el lago El Triunfo.

Tabla 3.6. Concentracion promedio (media) de THg (ng/g) en zooplancton vy
macroinvertebrados en los cuerpos de agua de estudio considerando Unicamente los valores
por encima del limite de cuantificacion (LOQ) del analizador de mercurio. Valores en cursiva

corresponden a la desviacion estandar.

Lagos control Pozas mineras
Bioindicador
Tupac El Triunfo Inundacién Shansho
Zooplancton SD SD 532.5 (0.03) SD
Macroinvertebrados 129.16 (40.87) 35.67 (7.52) 674.87 (616.56) | 488.24 (212.81)
SD: sin dato

Se calculo el coeficiente de correlacion lineal (r) y el coeficiente de determinacion
(R?) entre los datos de apoyo y la concentracion media de mercurio (>LOQ) (ver Tabla 1y

2 en el Anexo 5). Se identificd una correlacion robusta (R? > 0.8) entre la concentracion de
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THg en macroinvertebrados y el pH de los cuerpos de agua. Sin embargo, se requeriria de un
mayor numero de mediciones (cuerpos de agua muestreados) para confirmar dicha relacion.
Estudios que desean reproducir el trabajo realizado deberian continuar monitoreando los
parametros estipulados en esta investigacion, e incluir otros datos ambientales de apoyo en
caso sea factible (seccion 2.3.1). Asimismo, para garantizar que los datos fisicoquimicos sean

precisos se recomienda medir tres veces cada parametro y calcular un promedio.

Por otro lado, al momento de considerar la correlaciéon entre la concentracion de
mercurio y los datos ambientales de apoyo, debe analizarse si existe causalidad entre ellos.
La correlacion entre dos variables no implica que una es causante de la otra, muchas veces
existe una tercera “variable de confusion” (confounder) que hace parecer que la relacién entre
las dos variables de interés es mas fuerte o débil. Para esclarecer relaciones causales entre los
datos de apoyo y la concentracion de mercurio se recomienda también analizar la relacion
entre los datos de apoyo (p. ej. Temperatura vs pH o pH vs oxigeno disuelto), y asi obtener
informacidén complementaria para el analisis de la relacion entre los datos (ver Tabla 1y 2

en Anexo 5).

3.1.1.2 Caracteristicas de los bioindicadores y concentraciones de mercurio

El tamafio de los organismos colectados se monitored para evaluar su relacién con la
bioacumulacion de mercurio (seccién 1.3.4y 1.4.1). En el caso de zooplancton (Tabla 3.1),
la muestra >500 pum, presentd una concentracion de mercurio levemente superior (552 ng/g)
que la muestra de menor tamafio (60-500 pum, 512 ng/g) para el mismo cuerpo de agua. Sin
embargo, no se puede concluir que este resultado sea representativo de una relacion entre el
tamafio y la acumulacién de mercurio, considerando que solo se obtuvieron dos resultados

>LOQ y que los métodos de colecta no fueron los mismos para ambas muestras.

En las muestras de macroinvertebrados se colecté datos de apoyo como la longitud
(cm) de los organismos y la abundancia. No se hall6 una correlacion lineal robusta (R > 0.8)
entre el mercurio en pozas mineras o lagos control y el tamafio de los individuos (Figura

3.4). Esto puede deberse a que hay otros factores que pueden alterar esta relacion, como el
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nivel trofico de los macroinvertebrados. Tampoco se identificd una correlacion entre el

mercurio y la abundancia de los macroinvertebrados (Figura 3.5).
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Figura 3.4. Correlacion entre la concentracion promedio (media) de mercurio total (THQ)
(>LOQ) por grupo taxonémico de macroinvertebrados y la longitud corporal promedio
(media) de los mismos en los cuerpos de agua de estudio. Las barras en negro expresan la

desviacion estandar de los valores promedio para aquellos casos donde se tiene mas de un
dato.
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Figura 3.5. Correlacion entre la concentracion promedio (media) de mercurio total (THQ)
(>LOQ) por grupo taxondémico de macroinvertebrados y su abundancia total en los cuerpos
de agua de estudio. Las barras en negro representan la desviacién estandar de los valores
promedio para aquellos casos donde se tiene mas de un dato. La abundancia no presenta

desviacion al ser una sumatoria.
3.2.3 Validez del protocolo

3.2.3.1 Zooplancton

Los resultados del proyecto piloto indican que el protocolo de evaluacién rapida
propuesto no es adecuado para obtener una masa suficiente de zooplancton que permita
estimar las concentraciones de mercurio en los cuerpos de agua lénticos estudiados. Con este
protocolo, el zooplancton no funciona como buen bioindicador para monitorear la
bioacumulacion de mercurio en el area de estudio. A continuacion, se justifica esta

afirmacion aplicando los criterios de validez para el protocolo de monitoreo (seccién 2.4.3).
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¢Permite la metodologia propuesta diferenciar las concentraciones de THg entre pozas

mineras y lagos control?

No. Durante el proyecto piloto, solo se obtuvieron resultados de la concentracion de
mercurio en la poza minera Inundacion. Por tanto, no fue posible evaluar la diferencia entre
las concentraciones de mercurio de los lagos control y las pozas mineras. Para concluir si
existen diferencias en las concentraciones de THg entre pozas mineras y lagos control se
requeriria una mayor cantidad de resultados >LOQ. Esto se podria lograr incrementando el
volumen de agua filtrado en la colecta e incorporando agua de diversos sitios del cuerpo de
agua (incluyendo las orillas) para obtener una mayor masa de zooplancton. Del mismo modo,
de contar con los recursos necesarios, se podria utilizar una combinacion de diferentes

métodos de colecta de zooplancton para concentrar una mayor masa.

¢ Permite la metodologia propuesta analizar la diferencia en las concentraciones de THg

entre los diferentes grupos taxonémicos muestreados?

No. La metodologia propuesta para el analisis de mercurio en zooplancton incluyo la
diferenciacion entre grupos taxondmicos de forma indirecta. Se puede relacionar a los
rotiferos con la fraccion 60-500 um y a los copépodos y branquiépodos con la fraccion >500
pum. Sin embargo, la diferenciacion en la acumulacion de mercurio entre ambas fracciones
no pudo ser investigada debido al bajo nimero de resultados >LOQ. Los resultados de la
poza minera Inundacion, Unico cuerpo de agua de estudio con resultados de concentraciones
de mercurio >LOQ, evidenciaron que, a pesar de corresponder a diferentes fracciones de
muestra, las concentraciones de mercurio fueron similares (60-500 um: 512 ng/g; >500 pm:
552 ng/g) (Tabla 3.1). Por consiguiente, se concluye que el esfuerzo de dividir la muestra en

distintas fracciones no fue satisfactorio.

¢Son las concentraciones de THg coherentes y consistentes con los resultados reportados

por estudios cientificos previos?

Inconcluso. La Tabla 3.7 muestra los resultados de cuatro estudios que reportaron

THg (peso seco) en zooplancton. Las concentraciones de mercurio se encontraron en el rango
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de 44-316 ng/g. La concentracién promedio de mercurio >LOQ para zooplancton en este

estudio fue de 532 ng/g, por encima del rango que otros estudios reportan en zooplancton.

Tabla 3.7. Concentraciones de mercurio total (THg) en zooplancton reportadas en la

literatura.
Pais Caracteristicas del cuerpo | Tamafio de THg (ng/g) Referencia
de agua zooplancton
China Reservorio >77 um 101-316 [33]
Italia Lago contaminado >450 um 44-213 [67]
. Rio impactado por la
Brasil MAPE >75 um 72-316 [69]
Brasil Rio de aguas negras >70 um 66-155 [70]
. . >500 um 552 .
Per( Pozas mineras 60-500 pm 512 Este estudio

3.2.3.2 Macroinvertebrados

Los resultados del proyecto piloto indican que el protocolo de evaluacién rapida
propuesto si es adecuado para evaluar las concentraciones de mercurio en los
macroinvertebrados de los cuerpos de agua lénticos estudiados. Por lo tanto, los
macroinvertebrados pueden funcionar como buenos bioindicadores para monitorear la
bioacumulacion de mercurio en el area de estudio. A continuacion, se justifica esta
afirmacion aplicando los criterios de validez para el protocolo de monitoreo (seccién 2.4.3)

y se mencionan los factores que limitan la aplicacion del protocolo.

¢Permite la metodologia propuesta diferenciar las concentraciones de THg entre pozas

mineras y lagos control?

Si. Las muestras macrosia, de los lagos control presentaron concentraciones mas bajas
(rango: 25.94-205.18 ng/g; media: 86.01 ng/g; mediana: 90.11 ng/g; . 56.67; n=13) que
aquellas de pozas mineras (rango: 113.17-1972.20 ng/g; media: 564.59 ng/g; mediana:
523.97; o: 423.69; n=22). La Tabla 3.8 muestra el promedio de las concentraciones de
mercurio total (THg) que superaron el LOQ del DMA-80.
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De los doce grupos taxonémicos de macroinvertebrados identificados, siete
(Belostomatidae, Coleoptera, Coenagrionidae, Libelullidae, Gomphidae, Gastropoda y
Glossiphoniiformes) presentaron concentraciones de mercurio por encima del limite de
cuantificacion del equipo, tanto en pozas mineras como en lagos control. En todos los grupos,
con excepcién de Gastropoda, la concentracion de mercurio fue por lo menos el doble en las
pozas mineras que en los lagos control (Tabla 3.8 y Figura 3.6). Por otro lado, en algunos
grupos taxondémicos (Corixidae, Caridea, Leptophlebiidae, Polymitarcyidae, Yy
Chironomidae) que no fueron capturados tanto en lagos control como pozas mineras, no fue

posible realizar un analisis comparativo.

Si bien se puede asumir que las diferencias en las concentraciones de mercurio
responden a la presencia o ausencia de actividad minera en los cuerpos de agua de estudio,
existen otros factores, como algunos pardmetros bioldgicos o ecolégicos (p. €j. estado del
ciclo de vida, héabitat, etc.), que pueden influir en la bioacumulacion de mercurio en los

organismos (seccion 1.3.4).
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Tabla 3.8. Concentracién de mercurio total (THg) en macroinvertebrados de lagos control y
pozas mineras a nivel de grupo taxonémico. Se presentan valores promedios (media) en
muestras que registraron lecturas por encima del limite de cuantificacion (LOQ) del

analizador de mercurio. Valores en cursiva corresponden a la desviacion estandar.

Grupo taxonémico Lagos control Pozas mineras Total
#Muestras #Muestras
Orden Familia (;I;I—}g) MacroSiab (;I]'I—}g) MAacroSiay (:]-F;g)
9/19 >LOQ 9/9 >LOQ g/9
. 938.56 768.87
Belostomatidae 90.11 1 4
Hemiptera (719.08) (722.59)
Corixidae/Notonectidae | 101.52 1 SD SD 101.52
. 736.99 736.99
*
Caridea Sb SO 20224y | © | (20229)
682.59 537.19
*
Coleoptera 100.97 1 (79.88) 3 (298.03)
- 379.47 302.12
Coenagrionidae 147.43 1 (37.00) 2 (136.50)
. . 94.94 282.60 170.00
Odonata Libellulidae (63.12) 3 (120.00) 2 (127.11)
. 43.88 248.50 146.19
Gomphidae (3.66) 2 (123.91) 2 (138.12)
159.18
*
Gastropoda 205.18 1 113.17 1 (65.06)
. .. 78.74
*
Glossiphoniiformes 37.54 1 119.94 1 (58.27)
Leptophlebiidae 31.48 1 SD SD 31.48
Ephemeroptera - -
Polymitarcyidae SD SD 142.84 1 142.84
Diptera Chironomidae 31.29 1 SD SD 31.29
86.01 13 564.59 29 386.83
Total (56.67) (423.69) (408.73)

SD: sin dato

*No se logro identificar a nivel de familia
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¢ Permite la metodologia propuesta analizar la diferencia en las concentraciones de THg

entre los diferentes grupos taxonémicos muestreados?

Si. En pozas mineras, los grupos taxonémicos que acumularon una mayor
concentracion de mercurio fueron Belostomatidae, Caridea y Coleoptera seguidos por
Coenagrionidae, Libellulidae y Gomphidae (odonatos). Por el contrario, Gastropoda,
Glossiniphormes y Polymitarcyidae fueron los grupos taxondmicos que acumularon una
menor concentracion de mercurio (Figura 3.6, Tabla 3.8). El alcance de esta investigacion
no abarca las causas de las variaciones en la concentracion de mercurio entre grupos
taxonémicos. Sin embargo, las diferencias podrian responder a variaciones en los habitos
alimenticios de cada grupo taxonémico o a la etapa del ciclo de vida en la que se encuentran
los organismos capturados (seccion 1.4.2). En lagos control, se observé una menor variacion
en la concentracién de mercurio promedio por grupo taxondmico. Los grupos Gastropoda y
Chironomidae presentaron las concentraciones promedio méas alta y mas baja,
respectivamente (Figura 3.6, Tabla 3.6).
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Figura 3.6. Concentracion promedio (media) de mercurio total (THg) en macroinvertebrados

de pozas mineras y lagos control. Se presentan exclusivamente los resultados por encima del
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limite de cuantificacion (LOQ) del analizador de mercurio. Las barras en negro representan
la desviacidn estandar de los valores promedio para aquellos casos donde se tiene mas de un
dato.

¢Son las concentraciones de THg coherentes y consistentes con los resultados reportados

por estudios cientificos previos?

Si. Debido a la variacién en la concentracion de mercurio en los grupos taxonémicos
mencionada con anterioridad, la comparacidn de resultados se realiz6 con estudios cientificos
que reportaran los mismos grupos taxondémicos. La concentracion promedio de mercurio en
ocho de los doce grupos taxondmicos colectados se pudo comparar con resultados reportados
en el estudio de Diaz, 2021 [17] y Molina et al., 2010 [74] (Figura 3.7).

En 2019, [17] muestred diez pozas mineras abandonadas (siete creadas por bomba de
succion y tres por maquinaria pesada) y cuatro lagos no impactados por la mineria (lagos
control). De las siete pozas por bomba de succion, tres se ubicaron en el mismo concesionario
minero en el que se ubican las pozas mineras estudiadas en este proyecto. Por lo tanto, para
comparar los resultados de ambos estudios no se consider6 las pozas generadas con
maquinaria pesada. Diaz (2021) reportdé concentraciones de mercurio en seis grupos
taxondémicos de macroinvertebrados; cinco de ellos coinciden con los presentados en este
estudio. En todos los casos de comparacion, la concentracion de THg en pozas mineras fue
similar. Asimismo, en los grupos taxonomicos de Belostomatidae, Libellulidae y
Gomphidae, la concentracion de mercurio en lagos control fue similar e inferior a las

concentraciones reportadas en pozas mineras.

Siete grupos taxondémicos reportados en este estudio se pueden contrastar con el
estudio de Molina et al. (2010), que reportd concentraciones de mercurio en mas de veinte
grupos taxondmicos (identificados a nivel de orden, familia o especie) colectados en la
Amazonia de Bolivia. En los grupos taxondémicos Belostomatidae, Coleoptera y
Coenagrionidae, se observa que la concentracion reportada por [74] se asemeja a la reportada
en los lagos control de este estudio (Figura 3.7), lo que seria de esperarse considerando que

el lago muestreado por [74] no especifica un impacto directo de actividades antropogeénicas.
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Por el contrario, en los grupos taxondmicos de Gastropoda, Polymitarcyidae y Libellulidae,
las concentraciones reportadas por [74] se asemejan a las reportados para pozas mineras.
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Figura 3.7. Comparacién de la concentracion promedio (media) de mercurio total (THg) en
macroinvertebrados. Se comparé este estudio (lagos control y pozas mineras, 2022), el de
Diaz (lagos control y pozas mineras, 2019) en Madre de Dios (MDD), y el de Molina et al.
(lago control, 2004-2005) en la Amazonia boliviana (BOL). Las barras ausentes indican que
el grupo taxondmico no fue colectado o analizado. Las barras en negro representan la
desviacién estandar de los valores promedio para aquellos casos donde se tiene méas de un
dato.

La comparacion de los resultados, especialmente con el estudio de Diaz (2021) [17],
indica que las concentraciones de mercurio obtenidas en pozas mineras y lagos control es
aplicable a la region de Madre de Dios, considerando pozas mineras generadas con el método

de bomba de succioén.
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3.3 Modelo de priorizacion de grupos taxonémicos de macroinvertebrados como
bioindicadores

La diversidad de macroinvertebrados y la necesidad de incrementar la eficiencia del
protocolo disefiado incentiva a priorizar y reducir los grupos taxondmicos a estudiar a futuro.
Con base en las concentraciones de mercurio obtenidas en este estudio (Tabla 3.8) se podria
pensar que aquellos grupos taxonémicos que reportan una mayor acumulacion de mercurio
(p. j. Caridea) son los mejores bioindicadores. Sin embargo, esto llevaria a una conclusion
erronea. El desarrollo de un modelo de priorizacién permite encontrar al bioindicador mas
conveniente considerando distintos criterios que pueden ser de interés para el investigador.
Para identificar buenos bioindicadores en el contexto de un estudio multitemporal o
multiespacial que busca monitorear la bioacumulacion de mercurio en macroinvertebrados,
a través de una colecta y procesamiento eficiente, se recomienda considerar el tamafio de los
macroinvertebrados, su abundancia, frecuencia, comparabilidad y acumulacion de mercurio

(seccion 2.5).

La Tabla 3.9 presenta los datos obtenidos para cada criterio considerado en el modelo
de priorizacién de grupos taxonémicos para el monitoreo de la bioacumulacion de mercurio
en pozas mineras. Las concentraciones de mercurio promedio reportadas en la Tabla 3.9
corresponden a los niveles >LOQ obtenidos en las muestras macrosia,. No obstante, los
demés criterios se calcularon en base a las muestras colectadas en campo (muestras

macroScampo) para reflejar los valores originales obtenidos antes del descarte de muestras.

La concentracion de mercurio (Htax) (seccion 3.1.2.3 y 3.2.3.3), abundancia, longitud
(Ltax) Yy frecuencia (Ftax) (seccion 3.1.2.2.) de los grupos taxondémicos han sido previamente
descritos a lo largo del documento. En este caso, el criterio Abundancia (Arax) €s resultado
de la suma de la abundancia relativa de cada grupo taxondémico en los cuatro cuerpos de agua
estudiados (ver Tabla 3y 4 en Anexo 5). Referente a la frecuencia relativa (Fax), Se otorgo
un valor de 1 (4/4, equivalente a un 100%) a los grupos taxondmicos (Belostomatidae,
Coenagrionidae, y Libellulidae) que fueron encontrados en los cuatro cuerpos de agua
estudiados. Asimismo, los grupos que se colectaron en uno solo cuerpo de agua obtuvieron

una frecuencia relativa de 0.25 (¥, equivalente a un 25%). El criterio de comparabilidad
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(Crax) identifica a los grupos taxondémicos que son de utilidad para realizar comparaciones
entre lagos control y pozas mineras. En este caso, siete de los grupos taxondmicos fueron
encontrados tanto en pozas mineras como en cuerpos de agua control, por lo que obtuvieron

un valor de 1, caso contrario se otorgd un valor de 0.

Tabla 3.9. Valores registrados para los criterios considerados en el modelo de priorizacién
de grupos taxonémicos. Concentracion promedio de mercurio >LOQ en ng/g (Htax),
abundancia relativa (Arwx), longitud corporal promedio en cm (Ltax), frecuencia relativa (Ftax)

y comparabilidad (Ctax).

Grupo taxonémico Criterios
Orden Fam | I |a Htax** Artax Ltax** Ftax Ctax
Belostomatidae 768.87 27.66 1.04 1.00 1
Hemiptera
Corixidae/Notonectidae | 101.52 46.25 0.40 0.25
Caridea* 736.99 12.13 2.26 0.50 0
Coleoptera* 537.19 129.72 0.27 0.75 1
Coenagrionidae 302.12 41.05 1.34 1.00 1
Odonata Libellulidae 170.00 16.73 1.00 1.00 1
Gomphidae 146.19 4.00 2.19 0.50 1
Gastropoda* 159.18 4,77 1.55 0.50 1
Glossiphoniiformes* 78.74 29.51 0.93 0.75 1
Leptophlebiidae 31.48 56.09 0.77 0.50 0
Ephemeroptera
Polymitarcyidae 142.84 5.18 1.62 0.50 0
Diptera Chironomidae 31.29 26.91 0.80 0.25 0

*No se logro identificar a nivel de familia

**|_as desviaciones estandar de los valores promedio Hiax Y Liax S encuentran en las tablas 3.3 y 3.4.

Los valores de la Tabla 3.9 fueron normalizados en una escala de 0 a 1 para cada
criterio (Tabla 3.10) para garantizar la comparabilidad entre criterios. Posteriormente, se
aplico un peso a cada factor que integra la ecuacidn de priorizacion (seccién 2.5). Al ser cinco
criterios, el peso promedio inicial seria de 0.20 para cada factor. Sin embargo, el peso de cada
factor se ajustd de acuerdo a la importancia de cada criterio. Se otorgd mayor peso a la
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longitud corporal de los individuos (Ltx) (X4=3.0), principalmente porque los
macroinvertebrados de mayor tamafio garantizan un muestreo mas rapido y eficiente, y
usualmente aportan mayor cantidad de mercurio en comparacién a organismos mas
pequefios; y la comparabilidad (Ctax) (Xs=0.25), que permite contrastar la concentracion de
mercurio en macroinvertebrados provenientes de pozas mineras con aquellos de lagos
control. La ecuacion para el indice de prioridad Ptax mostrada a continuacion muestra el peso

otorgado a cada uno de los criterios considerados.

Py = 0-15(htax) + O-l(atax) + 0-3(ltax) + O-Z(ftax) + 0-25(Ctax)

Tabla 3.10. Resultados del modelo de priorizacion. Criterios normalizados: concentracion
promedio de mercurio (hwax), abundancia relativa (awx), longitud corporal promedio (lax),

frecuencia (fiax), comparabilidad (Ctax).

Grupo taxonémico Criterios normalizados

indice de
prioridad

Orden Familia

Belostomatidae

Hemiptera

Corixidae/Notonectidae

Caridea*

Coleoptera*

Coenagrionidae

Odonata Libellulidae

Gomphidae

Gastropoda*

Glossiphoniiformes*

Leptophlebiidae

Ephemeroptera

Polymitarcyidae

Diptera Chironomidae
*No se logro identificar a nivel de familia
Las tonalidades verdes indican cercania al valor maximo para cada criterio. Las tonalidades rojas indican
proximidad al valor minimo para cada criterio.
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Los grupos taxonOmicos con un valor superior de priorizacion (Pix) Son
Belostomatidae (0.74) y Coenagrionidae (0.70). De forma general, los odonatos (familia
Coenagrionidae, Libellulidae y Gomphidae), al tener tres familias con un Piax alto (mayor
igual 0.6) presentan un gran potencial para monitorearse a nivel de orden. Los resultados
obtenidos por el modelo son de especial interés considerando que los grupos taxonomicos
mencionados son depredadores, asegurando que las concentraciones de THg son un buen
proxy de las concentraciones de MeHg en estos organismos (seccién 1.4.2). Los
macroinvertebrados de la familia Belostomatidae pueden presentar una buena oportunidad
como bioindicadores debido a que usualmente presentan concentraciones de MeHg
superiores a los demas grupos taxonémicos y son abundantes [73]. Ademas, las larvas de
libélula (Libellulidae y Gomphidae) han sido utilizadas en otros proyectos de monitoreo a
nivel nacional (Estados Unidos) y se ha reportado que sus concentraciones de mercurio
guardan relacion con las concentraciones acumuladas en peces y anfibios de las mismas

ubicaciones [58], indicando su importancia en la red trofica.

Cabe recalcar que los resultados del modelo aplican a estudios que busguen
monitorear las concentraciones de THg en macroinvertebrados de la region de Madre de
Dios, considerando una comparacion entre lagos control y pozas mineras. Los grupos
taxondmicos de macroinvertebrados hallados en este proyecto de investigacion pueden variar
dependiendo del ecosistema (rios, lagos, pozas), asi como de las caracteristicas
fisicoquimicas de los cuerpos de agua y el impacto de la contaminacion, considerando que
los macroinvertebrados son organismos sensibles a la calidad del agua.

Se recomienda a futuros estudiantes e investigadores del rubro ajustar y aplicar el
modelo de priorizacion con resultados correspondientes a un proyecto piloto en el que se

muestren los cuerpos de agua a monitorear.

El protocolo de colecta, identificacidon, preparacion y analisis de muestras de
macroinvertebrados se adapto con base en las observaciones (seccion 3.2.1.2) y los resultados

del modelo de priorizacion (Anexo 4).
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4. CONCLUSIONES

1. Los resultados del proyecto piloto indicaron que el protocolo de colecta, identificacion,
preparacion y analisis disefiado no fue adecuado para evaluar las concentraciones de
mercurio en el zooplancton de los cuerpos de agua lénticos estudiados. Por lo tanto,
considerando la metodologia planteada, estos organismos no destacan como
bioindicadores apropiados para monitorear la bioacumulaciéon de mercurio en el area de

estudio.

2. Los resultados del proyecto piloto indican que el protocolo de colecta, identificacion y
analisis disefiado para macroinvertebrados si permite evaluar las concentraciones de
mercurio en los macroinvertebrados de los cuerpos de agua lénticos estudiados. Ademas,
los resultados de concentraciones de mercurio en macroinvertebrados cumplieron con los
criterios de validez establecidos, pues se evidencid una cuantificacion diferenciada entre
lagos y pozas control, una variacion entre grupos taxonémicos colectados y una relacion
coherente con las concentraciones reportadas en la literatura para la misma éarea de

estudio.

3. Los datos ambientales de apoyo considerados en este estudio no mostraron relaciones
robustas con las concentraciones de mercurio encontradas en macroinvertebrados, a
excepciéon del pH. Sin embargo, se consideré que el nimero de cuerpos de agua
muestreados (4) es una limitante para identificar correlaciones robustas entre las
variables. Se recomienda a los investigadores y estudiantes en el rubro continuar
reportando los datos de apoyo mencionados en este proyecto, asi como valores

adicionales en caso los recursos disponibles lo permitan.
4. ElI modelo numérico sencillo de priorizacion de macroinvertebrados, ajustado a los

objetivos del estudio, identificé que los macroinvertebrados de los grupos taxonémicos

Belostomatidae, Coenagrionidae, Libellulidae y Gomphidae serian buenos
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bioindicadores para monitorear la concentracion de mercurio en pozas mineras

abandonadas de la regiéon de Madre de Dios.

5. Los resultados, observaciones y recomendaciones brindadas a lo largo del documento
son aplicables al area de estudio delimitada. La ejecucién de un proyecto piloto es
altamente recomendable antes de iniciar un programa de monitoreo, ya que permite
obtener una vision general de los organismos de niveles troficos inferiores en los cuerpos

de agua, identificar limitantes propias de la zona y priorizar bioindicadores.
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2.

Anexo 1. Materiales, equipos y reactivos

Generales

Equipo GPS marca Garmin modelo Oregon 700 con baterias
Cinta de teflon

Cinta de embalaje

Marcador indeleble

Cuaderno de campo

Bote inflable, remos e inflador

Colecta de muestras

Muestras de zooplancton

Red de nylon para zooplancton (45 um) con colector de plastico (200 ml)
Balde de pléastico (20 L)

Envases de plastico con protector/seguro y tapa de rosca (200 ml)
Embudo de jebe

Cooler (5L)

Gel packs (5 unidades)

Muestras de macroinvertebrados

Red de nylon D-net (500 pum) con mango de aproximadamente 100 cm de largo
Balde de pléastico (20 L)
Botella de plastico transparente (1 L)

Datos de apoyo

Balde de plastico (20 L)
Multiparametro digital modelo YSI Pro Plus
Disco Secchi

Cinta métrica
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4.

Identificacién y preparacion de muestras

Muestras de zooplancton

Envases plasticos blancos de 170 ml (2 unidades)
Jeringa de plastico
Pipetas de pléstico
Linterna
Placas de Petri
Tamices PVC con malla de nylon (2 unidades, 60 y 500 pm)
Sistema de filtracion al vacio:
- Matraz de kitasato (2 unidades, 500 ml)
- Varilla de vidrio
- Adaptador de goma
- Unidad de filtracion: Vaso de filtracién magnético, base magnética de soporte y
tapa de plastico
- Tubos de jebe para conexiones (2 unidades)
- Bomba de vacio.
Filtros de nitrocelulosa (0.45 um) marca SAMIEX
Piseta
Agua destilada
Bolsas Whirl-Pak 120 ml (15 unidades)
Refrigerador
Congelador
Liofilizador Liobras L101

Muestras de macroinvertebrados

Tamices con malla de acero inoxidable (3 unidades, 0.3 cm, 0.6 cmy 1 cm)
Bandeja blanca de plastico
Envases plasticos blancos (aproximadamente 300 ml, 2 unidades )

Pinzas de plastico o acero inoxidable
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- Pipetas de plastico descartable

- Envases de plastico de 50 ml con tapa de rosca
- Tamiz PVC con malla de nylon (500 pm)

- Placas de Petri

- Piseta

- Regla milimetrada (20 cm)

- Bolsas Ziploc (50 unidades, 16.5 x 11 cm)

- Refrigerador

- Congelador

- Liofilizador Liobras L101

Analisis de mercurio total?

Botes de muestra de niquel

Para el control de calidad analitico:
- Soluciones estdndar de mercurio (10 ng y 40 ng)
- Materiales de referencia certificado: DORM- 4 (412 ng/g) e IAEA-436
(4190 ng/g)
- Acido nitrico (HNO3) al 10% para la limpieza del equipo
- Pinzas de acero inoxidable
- Bisturi de acero inoxidable (para las muestras de zooplancton)
- Pinza angulada
- Analizador Directo de Mercurio - DMA 80 Milestone

! Los materiales utilizados se encuentran especificados en el Protocolo de Métodos M-002 de CINCIA:

Guia operacional del Equipo Milestone DMA-80 Direct Mercury Analyzer
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Anexo 2: Célculo del area de los cuerpos de agua muestreados

en la plataforma Qgis

Importar coordenadas UTM.

Nombre de archivo |C:\Users\maria\Downloads\Book1.csv

Nombre de la capa Bookl

¥ Formato de archivo

CSV (valores separados por coma) v/ Tabulador

Delimitador de expresion regular

e Delimitadores personalizados

» Opciones de registros y campos

v Definicién de geometria

@ Coordenadas del punto

Texto bien conocido (WKT)

Ninguna geometria (tabla solo de atributos)

» Configuraciones de capa

Datos de ejemplo

Dos puntos
V| Puntoy coma Coma
Comilla "
Campo X X
CampoY Y

Coordenadas GMS
SRC de la geometria Project CRS: EPSG:32719 - WGS 84 / UTM zone 195

field_1 X Y
abc Texto (cadena) ¥ | 123Entero (32 bit) ¥ | 123Entero (32 bit) ¥
1/Lago Tupac Amaru 464333 8608073
2 Lago El Triunfo 485941 8607363
3 Poza Shansho 433119 8598351
4 Poza Inundacion 433023 8597825
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Anexo 3: Estimacion del afio de formacion de los cuerpos de

agua muestreados

Cadigo base para la determinacion del afio de formacion de los cuerpos de agua en Google

Earth Engine

0o ~lou B wm

* Imports (13 entries) B

» var Landsat5: ImageCollection LANDSAT/LT@5/CE2/T1

var vislandsat5: B4, B3 and B2 from 3.23860960614086064 to 76.89549799759178
var Landsat8: ImageCollection LANDSAT/LCOE/CB2/T1

var vislandsat8: B5, B4 and B3 from 6742.5 to 23867

var Sentinel: ImageCollection "Sentinel-2 MSI: MultiSpectral Instrument, L.
var vissentinel: B8, B4 and B3 from 474 to 4267

var triunfo: Point (-69.13, -12.69)

var tupac: Point (-69.33, -12.59)

var inundacion: Point (-69.62, -12.68)

var shansho: Point (-69.62, -12.68)

var focusgeometryl: Polygon, 4 vertices

var focusgeometry2: Polygon, 4 vertices

» var focusgeometry3: Polygon, 4 vertices

//Se reduce las imagenes satelitales al area de interés.

//focusgeometry 1= Inundacidn y Shansho; 2= El Triunfo, 3=Tupac

var geo=Landsat5.filterBounds(focusgeometryl);

LA A b BB 25 JE Jb Jb b b

//Se indica el periodo de busqueda de imagenes
var time=geo.filterDate('1985-081-01",'1985-12-30");

//Se especifica una cobertura de nubes menor al 38%. Este es un valor ajustable.
//Para Sentinel-2 el parametro cambia por "CLOUD_COVERAGE_ASSESSMENT"
var cloud= time.filterMetadata('CLOUD_COVER', 'less_than',30);

//Se selecciona la imagen media de la coleccidn y se recorta al area de interés
var median_image= cloud.median();

var cortado= median_image.clip(focusgeometryl);

//Se centra el mapa a la visualizacidn de cierto cuerpo de agua, con un zoom de 15
Map.centerObject(shansho,15);

//Se especifican los parametros de visualizacidn de acuerdo a cada satélite.
Map.addLayer(cortado,vislandsat5);
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Lago control Tupac Amaru

Sentinel-2. Afio 2020.

101



Google Earth-US. Geological Survery. Afio 1970. Afio de formacion.

Lago control El Triunfo

Sentinel-2. Afio 2020.
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Landsat 5. Afo 2009. Afio de formacion.

Pozas mineras Inundacion y Shansho

Sentinel-2. Ao 2020.
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Sentinel-2 Ao 2015.
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Landsat 5. Afio 2010.

Imégenes adicionales como soporte

Google Earth. Afio 2011.

Google Earth. Afio 2010.
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Anexo 4: Protocolo adaptado de colecta, procesamiento y

analisis de muestras de macroinvertebrados para mercurio total

1. Resumen

El siguiente documento detalla el paso a paso para colectar y preparar muestras de
macroinvertebrados en pozas mineras ubicados en la region de Madre de Dios para su analisis
de mercurio total (THg). El protocolo descrito busca orientar a investigadores, asistentes de
campo y estudiantes, y puede ser adaptado a contextos amazonicos similares donde se busque
utilizar macroinvertebrados como bioindicadores de la contaminacion por mercurio en el

ecosistema acuatico.

Con el objetivo de desarrollar un protocolo de trabajo préctico, rapido, de bajo costo, y
eficiente, que se adapte a las condiciones y recursos de lugares remotos, donde se realiza la
MAPE, se ejecutd un proyecto piloto en Madre de Dios (seccion 2.3 “Ejecucion del proyecto
piloto”). Como parte de los resultados del estudio (seccion 3.3 “Modelo de priorizacion de
grupos taxonémicos de macroinvertebrados como bioindicadores”), se identifico que los
bioindicadores mas adecuados para monitorear las concentraciones de mercurio en los
macroinvertebrados de la regién eran los de la familia Belostomatidae y los del Orden
Odonata (Familias Libellullidae, Coenagrionidae y Gomphidae). En base a las caracteristicas
de estos organismos, el proceso metodolégico seguido en el proyecto piloto se ajust6 para

brindar un proceso mas eficiente que sera presentado a continuacion.

2. Materiales

Generales
- Equipo GPS con baterias
- Cinta de teflon

- Cinta de embalaje
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- Marcador indeleble
- Cuaderno de campo

Colecta de muestras (en campo)
- Red de nylon D-net (500 pm) con mango de aproximadamente 100 cm de largo
- Balde de pléstico (20 L)
- Botella de pléstico (1 L) o 1 balde pléastico (5 L)

- Bote inflable, remos e inflador manual

Datos de apoyo: Parametros fisicoquimicos (en campo)
- Balde de plastico (20 L)
- Multiparametro digital modelo YSI Pro Plus?
- Disco Secchi

- Cinta métrica

Recuperacion e identificacion de macroinvertebrados (en campo)
- Tamices de nylon o acero inoxidable, 2 unidades. Tamafios sugeridos (0.5cmy 1
cm)
- Bandeja blanca de plastico®
- Contenedores plasticos blancos, 3 unidades (aproximadamente 300 ml)
- Pinzas de pléastico o acero inoxidable, 2 unidades
- Pipetas de plastico descartable, 2 unidades

- Envases de plastico de 150- 200 ml con tapa de rosca y protector/seguro

Preparacion de muestras
- Tamiz de nylon y PVC de 500 pm
- Pinzas de pléastico o acero inoxidable, 2 unidades

- Piseta

2 Con este equipo se registraron datos como temperatura del agua, oxigeno disuelto, pH y conductividad.
Puede ser reemplazado por equipos similares que logren registrar los parametros mencionados, asi como
otros datos de importancia.

3 Se sugiere utilizar envases blancos ya que brindan mayor contraste con los macroinvertebrados y el
sustrato, facilitando su visualizacion.
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Agua destilada*

Placas de Petri

Regla pléastica 20 cm milimetrada

Bolsas Whirl-Pak o envases de vidrio/plastico de 50 ml con tapa de rosca
Refrigerador

Congelador

Liofilizador Liobras L101

Anélisis de mercurio total (THg)®

Analizador Directo de Mercurio - DMA 80 Milestone
Botes de muestra de niquel
Botes de muestra de cuarzo
Para el control de calidad analitico:
- Soluciones estdndar de mercurio
- Materiales de referencia certificado
Pinzas de acero inoxidable

Pinza angulada

3. Consideraciones iniciales

Realizar las coordinaciones correspondientes para asegurar el acceso al area que se
va a muestrear. En caso de muestrear cuerpos de agua ubicados en areas naturales
protegidas (ANP), se debe solicitar permisos de colecta y autorizaciones de ingreso
con el debido anticipo. Para el muestreo de pozas mineras abandonadas en
concesiones formales se sugiere contactar y solicitar acceso a la persona que maneje

la concesion.

4 En caso de encontrarse en contextos donde no hay agua destilada disponible, este material se puede
reemplazar con 1 L de agua originario de cada cuerpo de agua muestreado.

5 El listado especifico de materiales a utilizar se pueda encontrar en el Protocolo de Métodos M-002 de CINCIA:
Guia operacional del Equipo Milestone DMA-80 Direct Mercury Analyzer [1], asi como en el Método 7473 de
la U.S. EPA: Mercurio en sélidos y soluciones por descomposicion térmica, amalgamacion y espectrofotometria
de absorcion atomica [2].
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Las actividades en campo mencionadas en este protocolo se pueden realizar con un
total de 3 personas (2 asistentes con experiencia en el trabajo de campo y 1 persona

con experiencia en la identificacion de macroinvertebrados).

Colecta de muestras

Llegar a la entrada del cuerpo de agua y ubicar una superficie plana para organizar
los materiales y equipos. Iniciar con el inflado del bote y registrar las coordenadas
con un GPS.

Seleccionar entre 5y 7 sitios u orillas a muestrear a lo largo del cuerpo de agua para
formar una muestra compuesta. Incluir orillas con caracteristicas o vegetacion distinta
(Figura 4.1).

Barrer y remover levemente el borde y superficie de las orillas con la red de nylon
D-net de 500 um de graduacion adherida a un mango de aproximadamente 100 cm
de longitud. Raspar también hojas, ramas, troncos o vegetacioén sumergida (Figura
4.2).

Enjuagar el material colectado en la red de nylon manualmente para reducir la
cantidad de materia organica y sedimento que pudo acumularse. También revisar las
hojas y ramas que pueden haberse capturado en la red para desprender cualquier
material adherido (Figura 4.3).

Traspasar el contenido de la red a un balde plastico de 20 L. Para asegurar que todo
el contenido de la red sea transferido al balde, se recomienda colectar agua del cuerpo
de agua con una botella, balde, o contenedor plastico para enjuagar la red y asi
recuperar todos los especimenes de macroinvertebrados que podrian quedar atrapados
en ella (Figura 4.4).

Repetir el proceso para cada una de las orillas seleccionadas en el cuerpo de agua

hasta concretar la muestra compuesta.
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Figura 4.1. Vista de distintos puntos de muestreo de macroinvertebrados (orillas) en la poza

minera Inundacién.

el ) N - :
A s o I’Jﬁ;c N ‘ > ~ ( WA

Figura 4.2. Colecta de macroinvertebrados con la red de nylon D-net de 500 pum.
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5.

Figura 4.4 Transferencia de la muestra al balde.

Datos de apoyo: Parametros fisicoquimicos (en campo)

Dirigirse hacia el punto central del cuerpo de agua o hacia una ubicacion alejada de
los bordes y enjuagar el balde de 20 L con agua del sitio. Registrar nuevamente las
coordenadas del cuerpo de agua en este punto con el GPS.

Colectar agua del centro del cuerpo de agua con un balde de plastico de 20 L a una
profundidad aproximada de 30 cm. De preferencia, colectar el agua y medir los
parametros fisicoquimicos del agua antes de la colecta de muestras biolégicas o

utilizar agua de una zona cercana no alterada por la colecta.
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Insertar el disco Secchi en el agua hasta no diferenciar la seccion blanca de la negra.
Medir la longitud de la cuerda con una cinta métrica y anotar los resultados de
transparencia en un cuaderno (Figura 5.1).

Trasladar el balde de 20 L con el agua colectada a la orilla del cuerpo de agua y medir
los parametros fisicoquimicos con un multiparametro digital (Figura 5.2)

Guardar los datos detectados en el equipo, anotar los resultados en un cuaderno de

campo y fotografiar.

Figura 5.2 Toma de pardmetros fisicoquimicos con el multipardmetro.
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6. Recuperacion e identificacion de macroinvertebrados (en campo)

- Trasladar el balde con la muestra compuesta a la orilla del cuerpo de agua y verter su
contenido sobre por una torre de dos tamices de acero inoxidable o nylon®. Afadir
agua del sitio a la torre de tamices para facilitar que el material traspase con mayor
facilidad. Este paso permite segregar restos o fragmentos de materiales ajenos a las
muestras (pequefias piedras, ramas, hojas u otros materiales) y facilita la posterior
identificacion y almacenamiento de los individuos.

- Traspasar el material retenido en los tamices a una bandeja plastica blanca o envase
plastico blanco con un pequefio volumen de agua del sitio (Figura 6.1). Revolver
levemente y revisar el material en los envases para identificar el movimiento de los
macroinvertebrados y colectarlos. Revisar también los tamices en caso algun
individuo se haya quedado retenido.

- Identificar’ a los macroinvertebrados de las familias Belostomatidae,
Coenagrionidae, Libellulidae y Gomphidae y agrupar en envases plasticos limpios
(200 ml) en base a su grupo taxonémico.

- Paracalcular la cantidad minima de individuos a colectar para cada grupo taxonémico
se sugiere considerar las recomendaciones de la Seccion 9.

- Llenar los envases de plastico con agua del sitio a un 50% para que los organismos
sobrevivan por un tiempo mas prolongado. Rotular, cerrar y almacenar los envases
(Figura 6.2).

- En caso enfrentar dudas sobre la identificacion de algin macroinvertebrado,
almacenar en un envase separado para una posterior identificacion mas detallada.

- Transportar los envases al lugar donde se realizara la preparacion de las muestras a
temperatura ambiente.

- Mantener las muestras en sus envases de colecta (Figura 6.2) por un maximo de 24

horas (considerando el tiempo de transporte) para que liberen materia organica

¢ El tamafio de los tamices se debe seleccionar dependiendo del tamafio de macroinvertebrados que se
busque colectar. En este caso se consider6 apropiado utilizar una apertura de 0,5 cmy 1cm

7 Se sugiere utilizar una Guia de la regién para orientar la identificacion de los macroinvertebrados. En
este caso se utilizo la “Guia de macroinvertebrados acuaticos de Madre de Dios” [3] y la “Guia para el
estudio de los macroinvertebrados acuaticos del Departamento de Antioquia en Colombia™ [4].
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(detritos) y otras particulas ingeridas por el organismo [5]. Asi se garantiza que la
determinacion de mercurio en las muestras represente la concentracion presente solo
en los tejidos o esqueleto de los organismos. Posterior a este periodo de tiempo,
proceder a la preparacion de muestras. En caso de no poder preparar las muestras de

forma inmediata, refrigerar las muestras o afiadir preservante en caso aplique®.

Figura 6.1 Identificacion de los macroinvertebrados utilizando tamices, bandejas y envases

plasticos blancos.

8 Este protocolo no abarca la aplicacion de preservantes a las muestras, ya que el ingreso de disolventes
orgéanicos al liofilizador utilizado podia generar deterioro al equipo.
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Figura 6.2 Muestras colectadas en campo agrupadas por cuerpo de agua y grupo

taxonémico.

7. Preparacion de muestras®

- En el laboratorio, concluir con el proceso de identificacion y agrupacion de aquellos
macroinvertebrados que no se culminaron de categorizar en alguno de los grupos
taxondmicos determinados.

- Verter cada muestra en un tamiz de nylon de 500 um*® y enjuagar con la ayuda de
una piseta con agua destilada (Figura 7.1). Colectar a los macroinvertebrados de
interés con pinzas de plastico o acero inoxidable y pasar a placas de Petri.

- Medir, contar y fotografiar a los macroinvertebrados de cada placa Petri (muestras a
nivel de grupo taxondmico y cuerpo de agua) (Figura 7.2).

- Identificar si existen diferencias significativas en el tamafio de organismos de una

misma muestra. Apartar a los organismos de diferente tamafio en una muestra nueva

% Es preferible realizar la preparacion de las muestras en inmediaciones del laboratorio, para que sean
congeladas directamente en la instalacion donde se van a liofilizar y analizar. Sin embargo, dependiendo
de las condiciones, la preparacion de las muestras (a excepcion de la liofilizacion) se puede realizar en
cualquier ambiente limpio que cuente con un refrigerador y congelador.

10 Equivalente a un colador de plastico
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para un andlisis separado en caso se busque asociar el tamafio con la acumulacion del
mercurio durante el andlisis de resultados. Por el contrario, en caso los organismos
sean de un tamafio muy inferior al promedio o se considere que alteraran los
resultados, pueden ser segregados del analisis.

- Enjuagar a los macroinvertebrados de cada muestra con agua destilada o agua de su
propio cuerpo de agua para eliminar particulas de materiales ajenos que pueden haber
quedado adheridos al tejido del organismo.

- Traspasar los macroinvertebrados a un nuevo envase limpio. En el proyecto piloto
descrito anteriormente se utilizaron bolsas estilo Ziploc (16.5 x 11 cm). Sin embargo,
se recomienda utilizar envases pléasticos o de vidrio con tapa rosca de
aproximadamente 50 ml, bolsas Whirl-Pak de 120 ml, o bolsas estilo Ziploc de menor
tamanio (p. ej. 6 x 8 cm). Asegurar que el envase seleccionado sea apto para ingresar
al liofilizador.

- Codificar cada muestra y rotular con los datos de su grupo taxonémico, cuerpo de
agua, tamafio promedio, abundancia y fecha de colecta (Figura 7.3).

- Congelar todas las muestras a -18 °C por un minimo de 24 horas

- Liofilizar las muestras congeladas por un periodo de 72 horas (Figura 7.4). Para
garantizar un secado uniforme, colocar los envases con las muestras semi abiertos en

el liofilizador. Una vez secas las muestras, congelar nuevamente hasta su analisis™®.

11 Este paso fue realizado debido al alto contenido de humedad ambiental en LAMQA, que podria haber
rehumedecido las muestras.
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Figura 7.1 Macroinvertebrados de la familia Gomphidae (izquierda) y Belostomatidae
(derecha) enjuagandose en un tamiz de nylon de 500 pm.

Figura 7.2 Ejemplos de conteo y medicion de los macroinvertebrados.
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Figura 7.3. Ejemplo de muestras de dos grupos taxonémicos colectadas en dos cuerpos de
agua diferentes. Bolsas Ziploc rotulada (derecha se encuentra codificada) conteniendo

muestras para su posterior liofilizacion y analisis.

Figura 7.4 Secado de las muestras en el liofilizador Liobras L101.

8. Anadlisis de mercurio total (THQ)
- Detalles especificos del analisis de mercurio y de los materiales a utilizar se pueden
encontrar en el Protocolo de Métodos M-002 de CINCIA: Guia operacional del

Equipo Milestone DMA-80 Direct Mercury Analyzer [1], asi como en el Método
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7473 de la U.S. EPA: Mercurio en solidos y soluciones por descomposicion térmica,
amalgamacion y espectrofotometria de absorcion atomica [2].

Realizar la limpieza del Analizador Directo de Mercurio (DMA) y seguir los pasos
de calibracion y control de calidad estipulados en [1] y [2] a lo largo del analisis.
Decidir si se desea homogeneizar las muestras de macroinvertebrados!2. En caso de
homogeneizar las muestras, evitar el uso de envases tipo “bolsa” y utilizar pequenas
botellas de plastico o vidrio de aproximadamente 50 ml.

De ser posible, utilizar materiales de referencia certificados (CRM, por sus siglas en
inglés) de musculo de langosta [6], ostra, mejillon [7] o algin macroinvertebrado para
el control de calidad.

Utilizar la pinza angulada para movilizar los botes de muestra durante este proceso.
Utilizar pinzas o espatulas de acero inoxidable para manipular o transferir el
contenido de las muestras.

Por cada muestra:

- Transferir a los macroinvertebrados a un bote de niquel con una pinza de acero
inoxidable. En caso de tener una abundancia de macroinvertebrados que
duplique o triplique las sugerencias de la Tabla 9.1, distribuir a los individuos
en los botes correspondientes (Figura 8.1).

- Pesar cada bote de niquel y anotar en un cuaderno su cédigo y su cantidad de
macroinvertebrados (Figura 8.1).

- Colocar cada bote de niquel en la seccidén para muestras del equipo (Figura

8.2). Medir la concentracién de THg en el bote de niquel con el DMA.

12 Durante la ejecucion del protocolo piloto mencionado anteriormente, se evidencié que al intentar
homogeneizar/triturar la estructura de los macroinvertebrados para formar un polvo dentro del envase de
colecta (bolsa Ziploc 16.5 x 11 cm), todas las particulas se dispersaron y adhirieron a los bordes de la
bolsa, haciendo imposible recuperar el polvo. Por tanto, para evitar desperdiciar el material colectado, los
macroinvertebrados se analizaron completos.
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Figura 8.2 Botes con muestra (flechas blancas) y botes con material de referencia
certificado (flecha roja).

9. Recomendaciones adicionales

La masa de un individuo puede servir como indicador de su concentracion de
mercurio. Por ejemplo, el protocolo estandarizado de CINCIA para analisis de mercurio en
peces [8] indica que la masa de la muestra, dependiendo de si es de origen bidtico o abiotico,
puede orientar la preparacion de los botes de muestra, y asi asegurar que la masa es suficiente
para que los niveles de mercurio sean detectados y cuantificados de forma precisa. Sin
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embargo, pesar a los organismos en campo no es una practica que afiada eficiencia al proceso,
mas aun considerando que el dato recomendado se encuentra en peso seco (posterior al
proceso de liofilizacidn). Por tanto, utilizando los resultados del proyecto piloto realizado en
Madre de Dios, se estimo el tamarfio y cantidad minima de macroinvertebrados a colectar para
los grupos taxondémicos sugeridos (Belostomatidae, Coenagrionidae, Libellulidae y
Gomphidae), dependiendo de su hébitat (lagos control o pozas mineras) (Tabla 9.1). Esta
inferencia pudo justificarse al evidenciar que existe una relacion entre la masa de los

macroinvertebrados y su tamafio (Figura 9.1)

En otras palabras, se calculé el tamafio promedio de los botes de muestra que se
encontraron > 1 ng (punto mas bajo de la curva de calibracion del equipo) y se estimo la
cantidad de individuos requeridos para alcanzar dicho valor. La Tabla 9.1 incluye tres
posibles escenarios para pozas mineras y lagos control. EI primer escenario (1 ng) indica la
cantidad de macroinvertebrados a colectar para alcanzar el primer punto de la curva de
calibracion). El segundo escenario (2 ng) indica la cantidad de macroinvertebrados
requeridos para duplicar el primer punto de la curva; de esta forma se brinda mayor seguridad
de que el equipo cuantifique la cantidad de mercurio en todas las muestras de forma precisa.
Considerar gque estas sugerencias equivalen a 1 bote de muestra (1 medicion), los valores
deben duplicarse o triplicarse dependiendo de la robustez estadistica que el investigador

busque alcanzar.

Tabla 6.1 Abundancia minima de macroinvertebrados a colectar para obtener 1 resultado
de THg por grupo taxondmico y cuerpo de agua. Se consideré como limite inferior el valor
mas bajo de la curva de calibracion del Analizador Directo de Mercurio - DMA 80 marca
Milestone (1 ng de THg)®.

Grupo taxonémico Longitud Lagos control Pozas mineras
Orden Familia (cm) 1ng 2ng 5ng 1ng 2ng 5ng
Hemiptera Belostomatidae 15 1 2 4 1 1 1

13| os valores se estimaron como parte de un proyecto piloto en la regién de Madre de Dios que realiz6 el
andlisis de mercurio en macroinvertebrados (peso seco) de distintos grupos taxondmicos.
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Coenagrionidae 1-15 6 12 28 2 4 10
Odonata Libellulidae 1 3 5 12 1 1 3
Gomphidae 2-2.5 1 2 5 1 1 1
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Figura 9.1. Correlacion lineal entre la longitud media y la masa media (peso) corporal por

grupo taxonémico Se incluyen en el andlisis los macroinvertebrados de pozas mineras y lagos

control con concentraciones de mercurio > 1 ng.
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Tabla 1. Matriz de coeficiente de correlacion (r) entre los datos de apoyo y la concentracién media de mercurio (>LOQ) en

Anexo 5: Tablas complementarias a la seccion de Resultados

macroinvertebrados en los cuatro cuerpos de agua muestreados.

Oxigeno - . . THg
Temperatura : Conductivid Transparenci | 7 Antigliedad | promedio
o disuelto pH Area (ha) 4
(°C) ad (uS/cm) a(cm) (afos) (ng/g)
(mg/L) macros
Temperatura (°C) 1.00
Oxigeno disuelto
(mg/L) SD 1.00
Conductividad -0.60 0.07 1.00
(uS/cm)
pH -0.54 -0.93 0.85 1.00
Transparencia (cm) 0.09 -0.06 -0.79 -0.92 1.00
Avrea (ha) -0.45 0.71 0.21 -0.33 0.21 1.00
Antigliedad (afios) 0.24 0.77 -0.07 -0.58 0.43 0.96 1.00
THg promedio 0.10 -0.92 -0.70 -0.33 0.54 0.71 -0.53 1.00

(ng/g) macros
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Tabla 2. Matriz de coeficiente de determinacion (R?) entre los datos de apoyo y la concentracion media de mercurio (>LOQ) en

macroinvertebrados en los cuatro cuerpos de agua muestreados.

(ng/g) macros

Oxigeno THg
Temperatura X19 Conductivid Transparenci | x Antigliedad | promedio
o disuelto pH Area (ha) 4
(°C) ad (uS/cm) a(cm) (afos) (ng/g)
(mg/L)
macros
Temperatura (°C) 1.00
Oxigeno disuelto
(mg/L) SD 1.00
Conductividad 0.36 0.00 1.00
(uS/cm)
pH 0.29 0.86 0.72 1.00
Transparencia (cm) 0.01 0.00 0.63 0.84 1.00
Area (ha) 0.21 0.51 0.04 0.11 0.04 1.00
Antigliedad (afios) 0.06 0.59 0.00 0.33 0.18 0.92 1.00
THg promedio 0.01 0.84 0.49 0.11 0.29 0.50 0.28 1.00
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Tabla 2. Abundancia absoluta de los macroinvertebrados colectados durante el trabajo de

campo.
Grupo taxonémico Lagos control Pozas mineras
Orden Familia Tupac El Triunfo | Inundacién Shansho
) Belostomatidae 1 9 1 24
Hemiptera
Corixidae/Notonectidae 37 SD SD SD
Caridea* SD SD 6 6
Coleoptera* 11 SD 60 54
Coenagrionidae 12 4 12 12
Odonata Libellulidae 8 6 2 2
Gomphidae SD 3 SD 3
Gastropoda* 2 SD 2 SD
Glossiphoniiformes* SD 41 2 10
Ephemeroptera Leptophlebiidae 9 100 SD SD
Polymitarcyidae SD SD 3 2
Diptera Chironomidae SD 60 SD SD

*No se logro identificar a nivel de familia

SD: sin dato
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Tabla 3. Suma de la abundancia relativa de cada grupo taxonémico de macroinvertebrados

con respecto a los demas presentes en el cuerpo de agua.

Grupo taxondémico Lagos control Pozas mineras S
uma
Orden Familia Tupac | El Triunfo | Inundacion | Shansho
) Belostomatidae 1.25 4.04 1.14 21.24 27.66
Hemiptera — -
Corixidae/Notonectidae | 46.25 0.00 0.00 0.00 46.25
Caridea* 0.00 0.00 6.82 531 12.13
Coleoptera* 13.75 0.00 68.18 47.79 129.72
Coenagrionidae 15.00 1.79 13.64 10.62 41.05
Odonata Libellulidae 10.00 2.69 2.27 1.77 16.73
Gomphidae 0.00 1.35 0.00 2.65 4.00
Gastropoda* 2.50 0.00 2.27 0.00 4,77
Glossiphoniiformes* 0.00 18.39 2.27 8.85 29.51
Leptophlebiidae 11.25 44.84 0.00 0.00 56.09
Ephemeroptera
Polymitarcyidae 0.00 0.00 341 1.77 5.18
Diptera Chironomidae 0.00 26.91 0.00 0.00 26.91

*No se logro identificar a nivel de familia
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