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1.- RESUMEN EJECUTIVO.

El presente documento constituye el Informe de Refnas de la sexta campafna del
Programa de Monitoreo Medio Marino y Estuarinoal®llanta Arauco (MME), en el marco
del Proyecto Modernizacion Ampliacion Planta Aragd@\PA), en lo que dice relacion con
la calidad de los organismos del Golfo de AraucoéEse describen los resultados obtenidos
durante las actividades de muestreo realizadas ehBO de enero al 02 de febrero de 2017
en la embarcacion Kay Kay de la Universidad de €paidn y colectadas por personal del
Centro Regional de Estudios Ambientales (CREA) aeUhiversidad Catolica de la
Santisima Concepcidn. Este estudio se ejecutacitsdlde la Gerencia de Medio Ambiente
de Celulosa Arauco y Constitucion S.A., para cunguan la Resolucion de Calificacion
Ambiental RCA 37/2014, que considera la construtgioperacion de la Linea 3 de la Planta

de Celulosa Arauco ubicada en el sector Horconés Eeovincia de Arauco, VIII Region.

A nivel de organismos no se observo, en generalcondicién de estrés nutricional en las
estaciones submareales e intermareales. Por otesgpavel histoldgico, se observo un nivel
de dafio histopatologico bajo y soOlo en las espedgesrustaceos evaluadas, asociado
principalmente a estrés por captura. A nivel biogod no se registro actividad EROD en
ninguna de las especies analizadas y en ningulas @staciones monitoreadas. En tanto, la
actividad GST mantuvo niveles constantes en todass$taciones y especies evaluadas,
sugiriendo una actividad sostenida de esta viaettexificacion, probablemente asociada a
control de estrés oxidativo. A nivel molecular sse@rvo reduccion en la integridad del ADN
en ambas especies del submareal, condicion queastuvo muy por debajo de niveles

estimados en zonas con gran actividad antropogénica

Podemos indicar que los efectos bioquimicos detertiais se mantienen en un nivel bajo, el
cual no afectarian de forma importante a los inldios, o que es reforzado con lo observado
a nivel histologico, en donde se observa un bajelrde dafio, el cual estaria asociado
principalmente a factores ambientales propios dellgares que las especies evaluadas

habitan.

Centro Regional de Estudios Ambientales.
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2.- INTRODUCCION

En este capitulo se muestran los resultados dbsiande biomarcadores de la componente
ambiental Biota submareal e intermareal, utilizandoa ello distintos paradmetros de

diferente nivel de organizacion biologica.

La variacion en la razon O:N refleja tanto el satstimetabdlico utilizado, como la relacién

metabdlica entre el individuo y su suministro dmehto (Mayzaud and Conover, 1988). De
esta forma es posible considerar que la razon €fldja el balance general del metabolismo
animal, siendo el consumo de oxigeno y la excredgd@mmonio factores criticos para evaluar

respuestas fisiolégicas (Chinni et al., 2002).

A nivel de tejido y/u organos el analisis histolfiigiha sido usado como un indicador
confiable y sensible para determinar el estadcatiedl e especies acuaticas en un amplio
rango de estudios (Auffret, 1988; Lowe and Pip&71Marigbmez et al., 2006; Stentiford
et al., 2003). Estas alteraciones en Organos goejespecificos son considerados como
biomarcadores histopatologicos a nivel de tejidaréd et al., 2008).a ventaja de
biomarcadores histopatologicos radica en su posigidermedia respecto al nivel de
organizacién bioldgica (Bernet et al., 1999). Latega de este tipo de biomarcadores radica
en su posicion intermedia respecto al nivel derueg&ion biologica (Bernet et al., 1999).

Las branquias y la glandula digestiva o hepatogascrson los tejidos blandos mas
relevantes, ya que ambos juegan un importantemgyyocesos como seleccion de alimento,
absorcion y digestion, ademas de procesos de €etmidn. Las aproximaciones
histopatoldgicas clasicas son tipicamente cualéafiy aunque han entregado una valiosa
informacion sobre lesiones histoldgicas no dejasedeescriptivas, lo que impide establecer
relacién causa efecto entre patologia y patronesai@minacion (Au, 2004). Al respecto la
aplicacion de indices ponderados, permite satisfaste aspecto, atribuyendo un valor
ranqueado ordinal a una lesion especifica de acwesll nivel de impacto en el individuo
(Bernet et al., 1999).

Centro Regional de Estudios Ambientales.
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A nivel bioquimico la exposicibn a compuestos orgds gatilla respuestas bioldgicas
identificables asociadas a vias de detoxificacigefre et al., 2004). Estos procesos utilizan
un amplio rango de enzimas clasificadas en 2 fégss:| (reacciones funcionales), y fase II
(reacciones conjugativas). Se sugiere que la defivcatalitica de la enzima etoxiresorufina
O-deetilasa (EROD) en organismos (microsomas dadbig otros tejidos) es una medida
del grado de contaminacién (Binelli et al., 20@&)emas de constituir una fuente de especies
reactivas de oxigeno, principalmentex@d y O;-) causantes de estrés oxidativo en
organismos acuaticos. Dentro de las reacciones dask |l se destaca la actividad de
Glutatién S-transferasas (GSTs), catalizando lgugaion de xenobibticos con glutation
(Abel, 2004), jugando ademas un importante rol copaote del sistema enzimatico
antioxidante, al conjugar los compuestos resultanténtermedios de la peroxidacion de
lipidos. La induccién de la actividad de las GSs sido ampliamente usada como

biomarcador de compuestos organoclorados en maliealvos (Hoarau et al., 2001).

Finalmente, la integridad del ADN como biomarcader exposicion a genotoxinas es
altamente especifica para varios tipos de estreshreertebrados marinos han sido usados
por mas de una década en la evaluacion de biontassade estrés, contaminacion marina 'y
exposicion a compuestos genotoxico, usando paea dilerentes técnicas (ensayo de

desenrollamiento alcalino, elucidn alcalina y elgdresis de células simples).

El presente informe corresponde a la campafia eseadizada entre el 30 de enero y 02 de
febrero de 2017 en la embarcacion Kay Kay de lavéisidad de Concepcion y colectadas
por personal del Centro Regional de Estudios Ambies (CREA) de la Universidad
Catdlica de la Santisima Concepcion, como part®dsrama de Medio Marino y Estuario
en el marco del Plan de Seguimiento Ambiental delyétto de “Modernizacion y
Ampliaciéon Planta Arauco”, segun consta en la Reséh Exenta N°037/2014,
Considerando 8.7 Programa de Medio Marino y Estoartcologia Bentdnica, punto c,
Tabla 8-19 (ver Tabla 1).

Centro Regional de Estudios Ambientales.
Universidad Catélica de la Santisima Concepcién
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€D ARAUCO

El presente estudio, que considera la colectaisisglelaboracion de informe, fue realizado
por los investigadores del Laboratorio de Ecotdeigim del Centro Regional de Estudios
Ambientales de la Universidad Catélica de la Ssmiac€pcion (CREA-UCSC).

Tabla 1: Biomarcadores eBnsis macha, Cancer sp y Emerita analogatraido de Tabla

8-19 de RCA037/2014

Matriz N° de
Estaciones | Localizacion de Organismo Parametros
de Estaciones
Muestreo
Parametro: Histologia
Matriz: Branquias, Génadas,
3 zonas en el Hepatopancreas
sector submareal Parametro: Razon
de Horcones. Bivalvo: Oxigeno:Nitrégeno
E'VQ Vo h Matriz: Individuo
Las zonas nSIs macha Parametro: Actividad GST
involucradas en Matriz: Hepatopancreas
este monitoreo Parémetro: Ensayo cometa
Marina 3 yonas | 5OM Matpz: Cel.ular. .
Submareal Parametro: Actividad EROD
AMERB Matriz: Molecular
Laraquete Parametro: Histologia
Matriz: Branquias, Génadas,
Zona Emisario Hepatopancreas
Crustaceo: Parametro: Act|\/Jdad GST
AMERB Cancer sp Matriz: Hepatopancreas
Carampangue " | Pardmetro: Ensayo cometa
Matriz: Celular
Parédmetro: Actividad EROD
Matriz: Molecular
3 zonas en el Parametro: Histologia
sector intermarea Matriz: Branquias, Génadas,
de Horcones. Hepatopancreas
Las zonas Parametro: Razén
Marina involucradas en | crystaceos: | Oxigeno:Nitrogeno
Intermareal 3 zonas |este monitoreo | Emerita Matriz: Individuo
son:
analoga . } —
Playa Parametro: Actividad GST
Laraquete Matriz: Hepatopancreas
Zona Emisario Paradmetro: Actividad EROD
Playa Matriz: Molecular
Carampangue

Centro Regional de Estudios Ambientales.
Universidad Catélica de la Santisima Concepcién
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3.- OBJETIVOS

El plan de Seguimiento Ambiental Para el Proyectwd#fnizacion y Ampliacion Planta
Arauco tiene como obijetivos:

Verificar que las medidas establecidas duranteviduacion ambiental son las
adecuadas y suficientes para mantener el estattixemdogico actual del cuerpo de
agua receptor (Golfo de Arauco), en cual se vietteresiduos industriales liquidos
de Celulosa Arauco y Constitucion S.A., Planta AoalEsto mediante la evaluacion
de biomarcadores en distintos niveles de organinduiblogica y distintas especies.
Identificar las interacciones entre contaminantls yrganismos, a través de efectos
subletales y deteccion temprana de efectos, prodeymedidas de contaminantes

biodisponibles integradas temporalmente y espaeiatien

Centro Regional de Estudios Ambientales.
Universidad Catélica de la Santisima Concepcién
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4.- MATERIALES Y METODOS

4.1.- Descripcion del area de estudio

El area de estudio corresponde al Golfo de Araantr€ los paralelos 37° 10’ y 36° 45’ de
latitud sur), zona costera entre estero Laraquelanampangue que incluye el sector de

Horcones donde se ubica el emisario de la Plan€@etidosa.

Se establecieron 3 zonas de muestreo (Fig. 1) t&ant submareal (AMERB Laraquete,
Zona emisario, AMERB Carampangue), como en el nmaeeal (Playa Laraquete, Zona

Emisario, Playa Carampangue), siendo su ubicagaer el tiempo

651,100 655100 661100

5884176
5884176

5879176
5874176

SIMBOLOGIA

INTERMAREAL

il svnen
[ R p———,

Figura 1. Programa de Monitoreo Ambiente Marino y Estuarsextor Horcones, Golfo de
Arauco. Componente Biomarcadores (Bioindicadorne€)iganismos: Submareal
e Intermareal.

Centro Regional de Estudios Ambientales.
Universidad Catélica de la Santisima Concepcién
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4.2 .- Ubicacién de sitios de muestreo

La ubicacion geografica de los puntos de mues8abrpareal e Intermareal) es detallada en
la Tabla 2.

Tabla 2. Coordenadas geograficas de las estaciones madesren el Monitoreo Ambiente
Marino y Estuarino, sector Horcones, Golfo de AwmucComponente
Ecotoxicologia: Biomarcadores en Organismos: Subaha Intermareal

L, Coordenadas UTM, WGS84
Sector Estacion E S
Submareal | AMERB Laraquete 660204.00 m 5886224.0¢0 m
Zona Emisario 655907.00 m 5882272.00 m
AMERB Carampangug 650450.00 m 5879578.00 nj
Intermareal | Playa Laraquete 660686.00 m 5885230.00
Zona Emisario 656886.68 m 5881449.28 m
Playa Carampangue 650551.00 m 5877928.00 m

4.3.- Parametros utilizados

En la tabla 3 se resumen los parametros utilizpdos caracterizar el estado y evolucion de

las variables ambientales en estudio.

Tabla 3. Subcomponentes ambientales, variables y paranetrestudio.

Subcomponente Variable Parametro Especie Frecuencia

) ) Semestral durante
Razén Ensis macha la etapa de

Oxigeno:Nitrégeno (Individuo) construccion de
L3 (invierno y
verano) por los
primeros tres

S afios.
Semestral durantg
la etapa de

Soperacion de L3

(invierno y

Ensis macha
(Branquias, Génada
y Hepatopancreas)
Cancer sp
(Branquias, Gonada
y Hepatopancreas)

Submareal Ecotoxicologia

Histologia

Centro Regional de Estudios Ambientales.
Universidad Catélica de la Santisima Concepcién
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Actividad EROD

Ensis macha
(Hepatopancreas)
Cancer sp
(Hepatopancreas)

verano) por los
primeros tres afiog
de operacion de
L3.
Posteriormente,

Ensis macha

del 4to afio en
adelante, la
frecuencia sera
anual.

Actividad GST (Hepatopancreas)
Cancer sp
(Hepatopancreas)
Ensis macha

Integridad del ADN (Branquias)

Fast Micromethod Cancer sp

(Branquias)

Intermareal

Ecotoxicologia

Razén
Oxigeno:Nitrégeno

Emerita analoga
(Individuo)

Semestral durantg
la etapa de
construccion de
L3 (invierno y

Histologia

Emerita analoga
(Branquias, Génada
y Hepatopancreas)

verano) por los

primeros tres
Safios.

Semestral durantg

la etapa de

Actividad EROD

Emerita analoga
(Hepatopancreas)

operacion de L3
(invierno y
verano) por los
primeros tres afios

Actividad GST

Emerita analoga
(Hepatopancreas)

de operacion de
L3.
Posteriormente,
del 4to afio en
adelante, la
frecuencia sera
anual.

4.4.- Metodologia de muestreo medicion y analisis

4.4.1.- Muestreo de especies submareales

Se consideraron individuos @@sis machg Cancer sp los que fueron obtenidas mediante

buceo semiautonomo (Hooka). La extraccién se i@aiz conjunto con los pescadores

artesanales propietarios de las areas de maneg véinobtenidos los individuos fueron

trasladados en cajas isotérmicas manteniendo tetopery humedad adecuadas para su

trasporte en vivo, hasta el Laboratorio de Ecoturgia del Centro Regional de Estudios

Ambientales (CREA) de la Universidad Catdlica d8#atisima Concepcion.

Centro Regional de Estudios Ambientales.
Universidad Catélica de la Santisima Concepcién
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4.4.2.- Muestreo de especies intermareales.

Para este estudio se considerd solo la espiguierita analogapbteniendo ejemplares a
través de muestreos dirigidos para obtener indbgdie tamafios especificos. La extraccion
se realiz6 mediante una pala con la cual se obtna porcion de sedimento, que
posteriormente fue tamizado, obteniéndose indivdduivos. Los individuos obtenidos
fueron transportados con agua en recipientes sslladsta el laboratorio para su posterior

analisis.

4.4.3.- Manejo en laboratorio de las muestras

Una vez recibidos los individuos (especies subneseaintermareales), fueron procesados
para obtener las distintas muestras (tejidos) seydipo de analisis a realizar, como se
detalla en la Tabla 4. Para el caso de la deteoidmade la condicion fisioldgica los

individuos fueron mantenidos vivos en un sistemaegd@culacion de agua de mar por un

plazo maximo de 24 horas, hasta el momento deisénal

Tabla 4. Tejidos y numero de muestras utilizadas en cadale las especies para cada uno
de los parametros utilizados

Especie Parametro a medir Tejido N®
/muestras
Ensis macha - Razén O:N Individuo completo 15
Histologia branquias, gonadas y 10
hepatopancreas
GST hepatopancreas 5a 10
EROD hepatopancreas 5a 10
Integridad de ADN | branquias 5a10
(Fast Micromethod)

Centro Regional de Estudios Ambientales.
Universidad Catélica de la Santisima Concepcién
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Cancer sp - Histologia branquias, gbnadas y 10
hepatopancreas
GST hepatopancreas 5a 10
EROD hepatopancreas 5a 10
Integridad de ADN | branquias 5a10
(Fast Micromethod)
Emerita - Razon O:N Individuo completo 15
analoga
Histologia branquias, gonadas y 10
hepatopancreas
GST hepatopancreas 5a 10
EROD hepatopancreas 5a10Q

4.5.- Metodologia de andlisis

Los parametros a analizar incluyeron razon O:Nt¢fade condicidn), analisis histolégico,
ademas de biomarcadores bioquimicos como activigagdlutation S-transferasa (GST),
actividad de etoxiresorufina o-deetilasa (EROD}egyerminacion de Integridad de ADN
(Fast Micromethod).

4.5.1.- Estimacion de la razén Oxigeno:Nitrégeno (M)

Para la estimacién de la razén O:N fueron deterdaisdas tasas de consumo de oxigeno y
de excrecion de amonio mediante la diferencia @efeentracion inicial menos la final de
cada uno de los parametros indicaduera cada uno de los organismos expuestos en las
camaras respirométricas (250 mL), expresandogsesotados como el cociente entre la tasa
de consumo de oxigeno y la tasa de excrecion deianturante el tiempo de permanencia
de los individuos en las cAmaras aproximadamehts.2Para la determinacién de la tasa de
consumo y excrecién se considerd como valor iniaiabncentracion en el agua con que fue

llenada la camara respirométrica. La concentrageaxigeno fue determinada mediante el

Centro Regional de Estudios Ambientales.
Universidad Catélica de la Santisima Concepcién

11



Q ARAUCO Programa de Monitoreo Medio Marino y Estuarino Piairauco, MAPA
NS Campafia Verano , 2017

método Winkler (1965), mientras que la concentra@lé amonio fue determinada por el

método de Bower (Bower and Holm-Hansen, 1980).

4.5.2.- Histologia

Los tejidos obtenidos para el andlisis histopaiobdueron fijadas inmediatamente por
inmersion en solucion de fijacion (formalina al é#obuffer fosfato salino), durante 48 horas.
Luego fueron deshidratadas en concentracioneseatesi de etanol, e incluidas en histosec
(parafina solida), seguidamente se obtuvieron safee8 pm de grosor en un micr6tomo
Leica 2040 Reichert-Jung, los cuales fueron morstadbre portaobjetos cubiertos con poli-
L-lisina en un bafio termorregulado, posteriormelo® cortes fueron desparafinados,
hidratados y sometidos a tincion con Hematoxiliosifa. Finalmente los cortes se
fotografiaron en un microscopio Zeiss AxiplaN-2 ggulo con una camara NIKON
DXM1200 y el software de captura fotografica ACEL.analisis histologico fue realizado

por un evaluador imparcial que desconocia el ortgelas muestras.

A partir de los datos obtenidos del analisis higjmo se designd un indice de condicion
histopatoldgico, asignando a cada alteracion obsgarwn valor relativo de la condicion,
basado en la significancia biolégica de la leskiste indice fue calculado tanto para branquia
como para glandula digestiva/hepatopancreas. lemoidin del indice se realiz6 a partir del

analisis de 5 individuos.

Para establecer la condicidn histopatolégica degjados, se aplicd una version modificada
del protocolo descrito por Bernet et al., (1999pgta et al., 2009, 2013). Para esto fue
asignado un ranking del grado de alteracion entye3) a cada alteracion en base a su
diseminacion en el tejido. Asi también fueron dddotores de importancia (de 1 a 3), a cada
alteracion como medida del nivel especifico enapia pudiera afectar la salud del individuo,
con el maximo factor de importancia representaridoagor potencial de impacto (Bernet

et al., 1999). Finalmente fue determinado un indieeondicion histopatolégica (IH) para

Centro Regional de Estudios Ambientales.
Universidad Catélica de la Santisima Concepcién
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cada organo evaluado (branquia y glandula digebgpatopancreas), por medio de la

siguiente formula.

Donde:

- Indice histopatolégico de un 6rgano dado.
: Valor del ranking del grado de alteracion ez
: Factor de importancia para una alteracion dépac

: Factor de importancia para una alteracion déipac

Para el calculo de este indice de condicion hisbdfpgico solo consideraron las lesiones

encontradas en el tejido branquial y hepatopanceeste indice fue categorizado con el

objeto de obtener un ranking (Costa et al., 20d&) cada uno de los valores promedio en
cada uno de los sitios. Esta categorizacién senidefiegun la siguiente escala: baja
prevalencia de alteraciones histopatologicas (8)pr8oderado (0,25-0,50): alto (0,50-0,75)

y muy alto (0,75-1).

4.5.3.- Actividad de etoxi resorufinaO-deetilasa (EOD).

El método se basa en la determinacion fluorimétieda actividad de la 7-ethoxiresorufin
o-detilasa (EROD) utilizando un sustrato artificlal 7-etoxiresorufina. El sustrato utilizado
es metabolizado en una reaccion de detilacion dgrupo hydroxil al primer producto
intermedio, el resorufin, siendo la fluorescenciadida correspondiente al resorufin
producido. La extraccion se realizé a partir deltefresco o congelado (-180°C), usando
para ello buffer fosfato 0,1M (pH 7,4), contenien@DTA y DTT. Luego el tejido fue
homogenizado, realizando una centrifugacion prelampara remover el exceso de turbidez.

El sobrenadante obtenido es centrifugado nuevansedf@000 g por 20 minutos, a 4°C.
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Previo a la determinacién de EROD, se realiz6 tardénacion del contenido de proteinas
a en el homogenizado, con el objeto de estable@econcentracion éptima de proteinas (5
- 15 mg/mL). Para la realizacién del ensayo fuexgregados 2001 de buffer fosfato 0,1
M a cada pocillo de una placa negra, luegoril@le sobrenadante y 1. de sustrato (7-

etoxiresorufina 57,%M). La reaccion se inici6 al agregar D de NADPH (5,75 mM).

La cantidad de resorufina fue determinada fluorocgnhente con una longitud de onda de
Ex 530/25 y Em 590/20, por 2 min a 25°C. Finalmeetestimé la formacion de resorufina
en el tiempo a través de una curva estandar, expdeslos resultados como nmoles de
resorufina producidos por minuto por mg de protegima mirit mg* proteina), siendo

calculada la actividad de O-deetilasa por:

Donde:
EROD = produccién de resorufina (hmoles/min/mg proteina)
= Concentracion de resorufina producida (nM)
= Volumen total de reaccién (L)
= Volumen de muestra homogenizada (mL)
= Concentracion proteina en la muestra (mg/ml)

= tiempo de lectura (min).

4.5.4.- Actividad de glutation S-transferasa (GST).

Para la determinacion de GST se utilizé el métasedto por Habig et al. (1974), adaptado
a microplacas(Frasco and Guilhermino, 2002). E€tiddo mide la conjugacion del 1-cloro-
2,4-dinitrobenceno (CDNB) con glutation reducid®&§d, formando un tioeteeE 9,6 nM
ecmY). Esta reaccion es catalizada por GST e increntarghsorvancia a 340 nm, lo cual

puede ser monitoreado. Se utilizaron muestras dmatbgancreas, las que fueron
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homogenizadas en buffer fosfato 0,1 M, pH=6,5 enproporcion 1:5. Para el ensayo fueron
utilizados 0,1 mL de homogenizado, siendo adicion@® mL de mezcla de reaccion

(glutation GSH, 10 mM en buffer fosfato 0,1 M, pH65, and 1-chloro-2,4 dinitrobenzeno

60 mM en etanol). La actividad de la GST fue medmaediatamente a 340 nm durante 5
minutos, cada 20 s, expresando los resultados comebde sustrato hidrolizado por minuto

por mg de proteina (nm sutrato hidrolizado * ttrmg proteind). La actividad de GST fue

calculada por:

#
$ % & ' (

Donde:
= actividad especifica de la enzima (nmoles/mingmogeina)
"# = Variacion de la absorvancia por tiempo (1/min)
$ = coeficiente de extincion molar del CDNB (9,6 milin?)
= Volumen total de reaccioni()
= Volumen de muestra en el pocilioL
( = Factor de dilucion

= Concentracién de proteinas (mg/mL)

4.5.5.- Estimacion de la integridad del ADN vy siti® alcalino-sensibles (Fast
Micromethod).

El ensayo utilizado es del tipo fluorimétrico admafjut a microplacas(Jak&nd Batel, 2003),

el cual permite evaluar el quiebre de hebras ssnmple ADN y su reparacion.
Especificamente determina la tasa de desenrolléonoke ADN celular en exposicion a
condiciones alcalinas, usando una sonda fluorescgr se une preferencialmente a la doble
hebra enrollada y no a hebras simples, proteinasARN, haciendo posible medir

directamente la denaturacion de la doble hebrprsivia separacion.
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Previamente a la determinacion, las muestras fueoomogenizadas en buffer TE pH 7,4
(Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM) con DMSO al 10%, en neno pre enfriado en nitrégeno
liquido, para luego determinar su contenido de AldBpendiendo de este resultado las
muestras fueron diluidas hasta alcanzar una coroédn estandar de 100 ng de ADN mL
1, Las muestras diluidas fueron expuestas a unraiffalino de lisis con pH 10 (Urea 4,5M,
EDTA 0,2M y 0,1 SDS) con adicidn de la sonda flsosente (Pico Green) que es un reactivo
de cuantificacion de ADN de doble hebra de muy sdtasibilidad, siendo incubada por 30
min a RT (< 30°C). Finalizada el proceso de lisiadicion6 a una solucion alcalina pH 11,5
(NaOH 0,1 My EDTA 20 mM), iniciando inmediatamefdanedicion de florescencia a una
longitud de onda de excitacion de 480 nm y 520 ramenhision por 20 minutos. Los
resultados luego de 10 minutos de denaturacioroifuetilizados para medir el factor de
escision de doble hebra (SSF), el cual es una meathda cantidad del exceso de ADN

dafado, mediante la siguiente expresion.

(" s+ ( 0 - 1

Donde:
SSF= Tasa de escisidon de doble hebra

) . =logaritmo en base 10
(, = unidades de fluorescencia relativa en la muestra
(, = unidades de fluorescencia relativa en el control
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5.- RESULTADOS

5.1.- Variable Ambiental: Biomarcadores, Parametro:Razén O:N

5.1.1.-Estaciones Submareales

Ensis macha
Para las estaciones del submareal, no fue detedmirezdén O:N (Tabla 5), ya que sélo
fueron obtenidos individuos de tamafio por sobradecuado (> 6 cms de longitud total),

para la realizacion de este tipo de ensayo.

Tabla 5. Valores para la razén O:N en individuos EHemacha obtenidos de estaciones
submareales en el Golfo de Arauco, durante la caanparano de 2017. s. m.=sin

muestra.
Estacion Razon O:N D.S
AMERB Laraquete s.m. --
Zona Emisario s.m. -
AMERB Carampangue s.m. --

5.1.2.-Estaciones Intermareales

Emerita analoga

En las estaciones del intermareal, los valoregmé@tados para la razén O:N, estuvieron en
el rango de 9,45 a 62,87 (Tabla 5), no establdosmdiferencias significativas para la razon
O:N entre estaciones analizadas (H=2,94; ¢.1=20,2%29). En la Tabla 6 se informan los

valores promedio obtenidos para la razon O:N derntamparfia de verano 2017 (Febrero).
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Tabla 6. Valores para la razén O:N en individuos Eleanaloga obtenidos de estaciones
submareales en el Golfo de Arauco, durante la cAenparano de 2017.

Estacién Razo6n O:N D.S
Playa Laraquete 32,25 15,01
Zona Emisario 27,29 16,72

Playa Carampangue 39,00 16,28

Se observo un comportamiento homogéneo de la @zinentre las distintas estaciones
(Fig. 2), siendo los individuos de la estacion AMERarampangue los que presentaron el

valor de la razén O:N promedio mas alto.

Figura 2. Valores para la razon O:N en individuos Eleanalogadesde 3 sectores del
intermareal.
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5.2.-Variable Ambiental: Biomarcadores, Pardmetro:Histologia

5.2.1.-Analisis Histopatoldgico.

5.2.1.1.-Estaciones Submareales

Andlisis histolégico deEnsis macha

Al analizar las branquias de los individuos muestos, en las distintas estaciones, no se
observaron alteraciones histoldgicas evidentesldraslas branquiales presentan células de
aspecto normal (Fig. 3, flecha continua), no seokisaumento de las células basofilas (Fig.
3, flecha discontinua), ni hiperplasia, que sondibkas alteraciones mas recurrentes en estas

estructuras.

Figura 3. Corte Histologico de filamentos branquiales, a@ividuos de la especigénsis
macha colectados en los sitios de muestreo considesagl@l proyecto MAPA.
Campaiia verano de 2017.

Andlisis histoldgico en hepatopancreas densis Macha
En el andlisis de las muestras de hepatopancrdas oalividuos colectados en las distintas
estaciones, no se observaron alteraciones hista®gen las células epiteliales de los

conductos de hepatopéncreas, presentando un n&matar de células mucosas (Fig. 4,
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flecha discontinua) y secretoras (Fig. 4, flechatioma), en el tejido conectivo intersticial o

en el lumen de los tabulos (Fig. 4, asterisco).

Figura 4. Corte Histologico de hepatopancreas, de indiddde la especie Ensis macha,
colectados en los sitios de muestreo consideradekpoyecto MAPA. Campafa
verano 2017.

Andlisis histolégico en gonadas densis Macha

Las caracteristicas histologicas del tejido gonalalas hembras (Fig. 5, panel inferior)

indican que la mayoria de las muestras correspoadedividuos con gbnadas maduras, lo
que se corrobora por la presencia de abundanteg@vmaduros (Fig. 5, flecha discontinua)
y un bajo numero de ovocitos inmaduros (Fig. h#9. En el caso de los machos (Fig. 5,
panel superior), las caracteristicas de los tub@esiiniferos indican que también

corresponden a gobénadas maduras, lo que se corrqgimraa presencia de pocos

espermatogonios (Fig. 5, cabeza de flecha), algespsrmatocitos (Fig. 5, flecha delgada)
y abundantes espermatozoides (Fig. 5, flecha dise@). Todo los individuos se encuentran
en la fase 3 del ciclo gonadal previo al desovgséa descripcion realizada por Hernandez-
Otero et al. (2014) paransis magnuskn la totalidad de los individuos analizados, ao s
observaron diferencias en las gonadas que permitgerir alguna alteracion en el ciclo

reproductivo.
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Figura 5. Corte Histoldgico de tejido gonadal, de individutde la especi&nsis macha
colectados en los sitios de muestreo consideradekpoyecto MAPA. Campafa
verano 2017. Cuadro superior: machos; cuadro orfdiembras

Andlisis histoldgico en branquias d&€ancer sp.

Al analizar el tejido branquial de los individuaslds distintas estaciones, se observaron dos
alteraciones histolégicas a nivel lamelar (Fig.L&.primera consistié en la dilatacién del
canal marginal de las lamelas (Fig. 6, flecha)semée en el 80%,60% y 40% de los
individuos de Carampangue, Laraquete y Emisaripes/amente. La otra alteracion
consistio en la presencia de hemolinfa en los coedulamelares de los individuos de
AMERB Carampangue y AMERB Laraquete, sélo en un 200ambos casos. El epitelio
de las lamelas branquiales en todos los individnasizados se observo firmemente adherido

a las lamelas (Fig. 6, flecha discontinua).
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Figura 6. Corte Histologico de branquias, de individuoslale@specieCancer coronatus
colectados en los sitios de muestreo consideradespgoyecto MAPA. Campafia
verano de 2017.

Andlisis histolégico en hepatopancreas déancer sp.
En el analisis de los conductos hepatopancreatiedss organismos evaluados, a nivel del

epitelio de revestimiento, no se observé aumegtafgiativo de un tipo celular en particular,
de acuerdo a patron descrito por Wu et al. (2012hao et al. (2016). Tampoco se encontro
aumento del tamafio del lumen de los conductos {Fidsterisco: lumen del conducto;
Flecha: Células tipo R; Flecha discontinua: Céltifas B).

Figura 7. Corte Histologico de tejido gonadal, de individude la especi€ancer sp
colectados en los sitios de muestreo consideradekpoyecto MAPA. Campafa
verano de 2017.
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Andlisis histoldgico en gbnadas d€ancer sp.

Las caracteristicas histoldgicas del tejido gonadadican que todos los individuos
colectados son machos y que sus génadas estanamaésito por la presencia exclusiva de
espermatozoides en el lumen del conducto defe(Eige8, flecha). A nivel de los tabulos
seminiferos (Emisario y AMERB Laraquete), se obsem abundantes espermatozoides
(Fig. 8, flecha) y espermatocitos (Fig. 8, fleclscdntinua), de acuerdo a lo descrito por
Ravi et al. (2014) para el cangrdpmrtunus palargicusNo se observaron alteraciones

histologicas en el tejido intersticial asociadooa tubulos seminiferos y los conductos

deferentes.

Figura 8. Corte Histolégico de tejido gonadal masculinoimtividuos de la espec{@ancer
sp, colectados en los sitios de muestreo consideradosl| proyecto MAPA.
Campaiia verano 2017.

5.2.1.2.- Estaciones intermareales.

Andlisis histoldgico en branquias d&Emerita analoga.

En el analisis histologico de las laminillas braiatps de los individuos monitoreados, se
observaron tres alteraciones que presentan vadtbilen el porcentaje de individuos

afectados. Una de las alteraciones observadata fuesencia de hemolinfa en las lamelas
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en el 20% de los individuos colectados en la estaEmisario. Otra alteracion consistio en
la dilatacién del canal marginal de la lamela (Rigflecha continua), la que afecté al 80 %,
40% y 20% de los individuos de AMERB Laraquete, §ario y AMERB Carampangue,

respectivamente. La tercera alteracion consistiél eiesprendimiento del epitelio branquial
(Fig. 9, flecha discontinua), lo que se observkBf0% de los individuos colectados en
estacion Emisario. Ademas se observaron paragiigs g, flecha roja), en el 20% de los

individuos de las estaciones Emisario y AMERB Lakq.

Figura 9. Corte Histologico de filamentos branquiales, deviddios de la especiémerita
analogg colectados en los sitios de muestreo consideresproyecto MAPA.
Campaiia verano 2017.

Andlisis histolégico en hepatopancreas demerita analoga.

En el analisis de las muestras de hepatopancresss thdividuos colectados en las distintas
estaciones, la Unica alteracion observada fuesgirdadimiento de la membrana basal de los
tubulos, esta alteracion se observo en el 100%,\86@86 de los individuos recolectados en
AMERB Laraquete, AMERB Carampangue y Emisario, ee§gamente (Fig. 10, flecha
discontinua). Por otra parte no se observaronagi@nes a nivel epitelial en los tubulos del

hepatopancreas (Fig. 10, flecha).
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Figura 10. Corte Histologico de hepatopancreas, de indivddde la especi&merita
analogg colectados en los sitios de muestreo consideradogl proyecto
MAPA. Campafia verano 2017.

Andlisis histoldgico en gbnadas dEmerita analoga.

El analisis histologico de las muestras indicagug0% de los individuos colectados en las
tres estaciones monitoreadas, son hembras ma@bsstvandose ovocitos de gran tamafio
con abundante vitelo (Fig. 11, asterisco) y muyogoavocitos primarios (Fig. 11, flecha).
En ninguna de las muestras obtenidas de las ttasi@®es, se observaron ovogonias,
confirmando que las gonadas se encuentran enpa d@madurez, esto de acuerdo a la
descripcion realizada por Santos et al. (2009) paangrejoArmases rubripesy para
Sylviocarcinus pictugSilva et al. 2012). No se observaron diferencias histolégaral

tejido gonadal de los distintos individuos analaad
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Figura 11. Corte Histolégico de tejido gonadal @enbras, de individuos de la especie
Emerita analoga,colectados en los sitios de muestreo considerardosl
proyecto MAPA. Campana Verano 2017.

5.2.2.- indice de condicion histopatoldgica (IH)

5.2.2.1.-Estaciones Submareales

Ensis macha
En individuos deE. machano fue calculado el indice de condicion histopgaima ya que
tanto las muestras de branquia como de glandutstiiig (hepatopancreas) no mostraron

alteraciones histopatoldgicas detectables.

Cancer sp.

En individuos de&Cancer sp.el IH fue calculado s6lo en branquias, detectémdtisraciones
con un nivel de dafo bajo (Tabla 7). No se encomraliferencias significativas en la
condicion histopatologica a nivel branquial (H=0,&bl=2; p=0,724) entre los sitios
evaluados. En tanto a nivel digestivo no fuerorectatlas alteraciones en ninguna de las
estaciones evaluadas, por lo cual no fue calcugado.
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Tabla 7. Clasificacidn cualitativa del indice de condichistopatoldgica para todos los sitios
para branquia y glandula digestiva de individuos Gencer sp.(N.D.= no

detectado).
Organo objetivo Estacion IH Clzselféc:rc]:(l)on
Branquia Playa Laraquete 0,0100,008 Bajo
Zona Emisario 0,00 0,010 Bajo
Playa Carampangue 0,011 + 0,010 Bajo
Hepatopancreas Playa Laraquete N.D. --
Zona Emisario N.D. -
Playa Carampangug N.D. -

5.2.2.2.-Estaciones Intermareales

Emerita analoga

Para los individuos dé&. analoga,el IH fue calculado tanto en branquias como en

hepatopancreas. A nivel branquial, no se encomtrdiferencias significativas en el estado

histopatoldgico de los individuos, entre los sit{ps=2,28; g.1=2; p=0,319), lo mismo fue

observado a nivel digestivo (H=1,62; g.I=2; p=0)49% acuerdo al IH el nivel de dafio

histopatolégico en individuos de. analoga fue categorizado como bajo, en todas las

estaciones evaluadas y en ambos tejidos (Tabla 8).

Tabla 8. Clasificacion cualitativa del indice de condiclastopatologica para todos los sitios
para branquia y glandula digestiva de individuos Edeanaloga (N.D.= no

detectado).
Organo objetivo Estacion IH Clasificacion
de dafio
Branquia Playa Laraquete 0,010,010 Bajo
Zona Emisario 0,01@G: 0,012 Bajo
Playa Carampangug 0,003 + 0,006 Bajo
Glandula digestiva| Playa Laraquete 0,040,003 Bajo
Zona Emisario 0,006t 0,006 Bajo
Playa Carampangus 0,0080,006 Bajo
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5.3.- Variable Ambiental: Biomarcadores, Parametro:Actividad de EROD

Durante la presente campafia no se detectd actié@&aD, en ninguna de las especies
muestreadas tanto en el ambiente submaieasi¢ machay Cancer sp, como en el

ambiente intermareaEfmerita analoga

5.4.- Variable Ambiental: Biomarcadores, Parametro:Actividad GST

5.4.1.-Estaciones Submareales

Ensis macha

En los individuos analizados se registraron niveiesctividad GST en el rango de 33,5y
172,3 nmoles*mirt*mg proteinat (Tabla 9). Al evaluar los datos no se observaron
diferencias significativas entre las estacionesO(H6; g.1=2, p=0,954).

Tabla 9. Valores de actividad GST en individuosElemachagde 3 estaciones submareales
en el Golfo de Arauco (campafa verano de 2017).

Estacion Actividad GST D.S
AMERB Laraquete 91,2 43,9
Zona Emisario 94,5 40,3
AMERB Carampangue 94,6 50,9

Los niveles de actividad GST promedio, mantuvianancomportamiento casi idéntico en

las tres estaciones evaluadas (Fig. 12).
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Figura 12. Valores para la actividad GST en hepatopancreasdividuos dée. machagde

3 sectores del submareal.

Cancer sp.

La actividad GST, en los individuos de esta espseienantuvo en el rango de 142,7 y 243,57

nmoles*mint*mg proteina (Tabla 10), no se observaron diferencias sigrifiaa entre

estaciones, en la actividad promedio de esta enin2,94; g.1=2; p=0,229).

Tabla 10. Valores de actividad GST en individuos @e coronatus.,de 3 estaciones

submareales en el Golfo de Arauco (campafa vera017).

Estacion Actividad GST D.S
AMERB Laraquete 186,90 29,7
Zona Emisario 201,01 7,01
AMERB Carampangue 211.40 23,29

Auln cuando la actividad GST promedio fue similarefas estaciones, se observo una baja

variabilidad de respuesta en los individuos destaadn Zona Emisario. (Fig. 13).
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Figura 13. Valores para la actividad GST en hepatopanaeasdividuos de€Cancer sp.,
de 3 sectores del submareal.

5.4.2.-Estaciones Intermareales

Para los individuos de. analogaanalizados, se determiné una actividad de GSTramgo
de 85,1 y 236,6 nmoles*mitimg proteina™ (Tabla 11). No se registraron diferencias

significativas (H=1,70; g.I=2; p=0,427) entre |asaeiones evaluadas.

Tabla 11 Valores de actividad GST en individuos He analoga.,de 3 estaciones
submareales en el Golfo de Arauco (campafa vera017).

Estacion Actividad GST D.S
Playa Laraquete 192,7 31,4
Zona Emisario 184,7 47,6
Playa Carampangue 159,3 53,5
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A nivel intermareal se observd un comportamientodg@éneo en la actividad de GST, entre
estaciones (Fig. 14), siendo la estacion Playamamague la que presenté un nivel de

actividad GST promedio, levemente inferior a laa®P estaciones.

$%&
1

Figura 14. Valores para la actividad GST en hepatopanateasdividuos dé=. analoga,

de 3 sectores del intermareal.

5.5.- Variable Ambiental: Biomarcadores, Parametro: Integridad del ADN (Fast
Micromethod)

Ensis macha
Los individuos deE. machade estaciones submareales analizados, preseffatores de
escision de hebra (SSFs) entre -0,119 y 0,240 §TaB), no registrandose diferencias

significativas en el exceso de dafio medio (H=1gll62; p=0,561).
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Tabla 12. Valores de Factor de escision promedia jradividuos deE. machade 3
estaciones submareales en el Golfo de Arauco (daanxano de 2017).

Estacion Factor escision de hebra SSF D.S
AMERB Laraquete 0,057 0,146
Zona Emisario -0,011 0,102
AMERB Carampangue 0,007 0,127

A partir de los valores de SSFx(-1) calculados,ds&mado un incremento porcentual de

dafio de 7,23% y 4,22% para las estaciones Zonaaemig AMERB Carampangue

respectivamente (Fig. 15).

%%() *+

Figura 15. Valores de SSF x (-1) en branquiasdenachade 3 estaciones submareales en
el Golfo de Arauco (campafa verano de 2017).

Cancer sp.
Para los individuos d€ancer spel factor de escision se mantuvo en el rangd 6 y

0,475 (Tabla 13), observandose diferencias sigtifias entre estaciones (H=12,10; g.1=2;

p<0,05).

Centro Regional de Estudios Ambientales.
Universidad Catélica de la Santisima Concepcién

32



Programa de Monitoreo Medio Marino y Estuarino Piairauco, MAPA
Camparia Verano , 2017

Tabla 13 Valores de Factor de escisién promedio para iddos deCancer sp.de 3
estaciones submareales en el Golfo de Arauco (d@anxano de 2017).

Estacion Factor escision de hebra SSF D.S
AMERB Laraquete 0,212 0,154
Zona Emisario -0,007 0,082
AMERB Carampangue -0,092 0,156

La estacion AMERB Laraquete, fue claramente digtinias demés estaciones al no presentar
incremento porcentual en el nivel de dafio (Tab)a3& observo una pérdida en la integridad

del ADN, estimado como aumento del porcentaje d® @m las estaciones Zona Emisario

(6,82%) y AMERB Carampangue (18,07%) (Fig. 16).

%%() *+

Figura 16. Valores de SSF x (-1) en branquiasGdancer sp.de 3 estaciones del submareal

en el Golfo de Arauco (campafa verano de 2017).
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6.- DISCUSION

Se ha establecido un valor de 20 como valor unpliaral considerar estrés nutricional, valores
por sobre este valor indicarian la utilizacién pradhante de lipidos y/o carbohidratos, por
sobre las proteinas, como sustrato metabdlico @aym Svensson, 2006). Durante la
presente campanfa los individuos de las estaciamesaseales no pudieron ser evaluados en
cuanto a este parametro debido a que la longitabrtonima se mantuvo por sobre el tamafio
adecuado para la determinacién de este parametmo.otPa parte en las estaciones
intermareales, se registraron valores para la r&dhque dan cuenta de una condicion

nutricional aceptable.

A nivel histolégico, durante la presente campafdps tejidos de individuos d& macha,

de las tres estaciones monitoreadas, no se obsenadteraciones histologicas, siendo

considerados, desde el punto de vista histolégaraocnormales, entendiendo que las

branquias y la glandula digestiva o hepatopancseaslos tejidos blandos relevantes, ya que
juegan un rol importante en el proceso de la détaxion.

En el caso de individuos @ancer sp es posible indicar que las alteraciones obsesvad

las lamelas branquiales corresponderian a alter@giproducidas por el estrés de la captura,
como lo sugiere Negro (2015), situacion que sebeypado evitar, sin su total éxito. A nivel
digestivo en un sentido similar, sélo se apredieration producto de la preservacion del
tejido. En tanto a nivel gonadal no se observatmragiones en las distintas estructuras

(tubulos seminiferos y conductos deferentes).

Para los individuos dE. analoga las alteraciones histolégicas observadas, canegn a

un conjunto de hallazgos de aparicion constantedelSprendimiento del epitelio de los
tubulos de hepatopancreas es una alteracion trsasvga que se presente en todos los
individuos muestreados, lo cual podria asociagaptaciones fisioldgicas en respuesta al
estrés (Negro, 2015). En tanto que las alteraciobssrvadas en las muestras de branquias,

podran ser consideradas como una respuesta hitapeads a nivel de tejido (Aarab et al.,
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2008). Se sugiere que la estacion en donde eaistigyor estrés en los individuos, es la
estacion AMERB Laraquete, por lo tanto se debe atanéos resguardos de captura de los
animales y el procesamiento de las muestras de od@descartar que el dafio observado sea

resultante de este proceso.

Al analizar cuantitativamente las alteraciones plas#as tanto en su nivel de diseminacion,
asi como su grado de impacto sobre el individualiame el indice de dafio histopatolégico

(IH), los resultados indican que las alteracionieseovadas so6lo son de un nivel de dafio
histopatolégico bajo. Esta respuesta fue obsernesd@ambas especies con alteraciones

histoldgicas observable€éncer spy E. analoga.

A nivel bioquimico la exposicibn a compuestos oigds gatilla respuestas bioldgicas
identificables asociadas a vias de detoxificadi#afre et al., 2004). En la presente campafia
no se registré actividad EROD en ninguna de lag@esp analizadas y en ninguna de las
estaciones monitoreadas, evidenciando que lasdeiaketoxificacion no fueron activadas.
No obstante la actividad de la otra enzima dedsistde detoxificacién (GST), fue detectada
tanto en individuos de especies submareales cotonareales. Se observé una respuesta
similar entre las estaciones, a excepcion de lerobdo en individuos deancer sp especie
que presento diferencias significativas entre estas siendo la estacion AMERB
Carampangue, la que presentd una mayor actividsidtafbién se observaron diferencias
en el nivel de actividad entre grupos de organisnebservandose un menor nivel de

actividad promedio en moluscos, situacion que seblsarvado en todas las campafias.

Si bien la induccién de la actividad de las GSTsshdo ampliamente usada como
biomarcador de compuestos organoclorados (Hoaral, @001), la presencia de actividad
GST aun en ausencia de actividad EROD, sugieréaqueantificacion de la primera estaria
asociada principalmente a estrés oxidativo (Ab@D42. Lo anterior se complementa con el
bajo nivel de dafio histopatoldgico encontrado smraestras de hepatopancreas analizadas,
no observandose sectorizacion en los efectos el@uasto tanto para EROD como GST.
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A nivel molecular, en individuos d& machase observo pérdida de integridad del ADN de
7,23% en individuos de la estacion Zona Emisanotdato para individuos déancer sg

el nivel de dafo del ADN alcanz6 un 18,07% en tacdn AMERB Carampangue. Los
niveles registrados durante la presente campafiepudasificarse en nivel de dafo bajo,
siendo inferiores a los registrados en individue@nos a zonas urbanas, con actividades
portuarias y/o refinerias (Bihari et al., 2005)tasszonas que pueden ser consideradas como
un control positivo de efecto presentan valoreS8E > 0,5; equivalente a niveles de pérdida
de integridad del ADN >64%. De esta forma los kedoregistrados durante la presente
campafia muestran que la presencia de efecto SoA@Ne a nivel branquial, no alcanza

niveles asociados con sitios impactados por aettviddustrial.

7.- CONCLUSIONES

A nivel de organismos no se observo, en generalcandicion de estrés nutricional
en las estaciones submareales e intermareales.

A nivel histologico se observaron alteraciones @palmente a nivel branquial, no
obstante, éstas son concordantes con un nivelfaehistopatolégico bajo.

En la presente campafia no se registro actividadlER®ninguna de las especies
analizadas y en ninguna de las estaciones mordtasea

Por otra parte la actividad GST mantuvo nivelestamtes en todas las estaciones y
especies evaluadas, sugiriendo una actividad sdatde esta via de detoxificacion,
probablemente asociada a control de estrés oxidativ

Se observé una reduccién en la integridad del ARNire nivel de dafio inferior al
20%, en ambas especies del submareal, siendo tdespde mayor efecto Zona
emisario en individuos de. machay la estacion AMERB Carampangue en el caso
de individuos d&€Cancer sp

Aun cuando se observaron respuestas (actividad ,G&Tgfectos (pérdida de
integridad del ADN), no es posible establecer iéladlirecta con exposicion de
compuestos ingresados al medio por la actividaceaiuacion. Lo anterior es
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reforzado por la no deteccién de actividad ERORukA es una respuesta altamente
asociada a exposicion a compuestos organicos.

Podemos indicar que los efectos bioquimicos deteriais mantienen niveles bajos,
no afectando de forma importante a los individlmsjue se ve expresado en el bajo
nivel de dafio en tejido, el cual puede ser atribufirincipalmente a factores
ambientales propios de los lugares habitados pesgacies evaluadas o procesos de

captura.
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