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1. RESUMEN

Se presenta la caracterizacion de la comunidad planctonica de algas verdes y
cianobacterias del Humedal Ecoparque Lago de las Garzas en términos de
composicion y abundancia relativa. Se ejecutd un plan de muestreo en dos
jornadas (14-Octubre-2016 y 02-Diciembre-2016) con siete puntos de muestreo
situados de forma no aleatorizada a fin de cubrir lo mejor posible el cuerpo de
agua. La cuantificacion e identificacion a nivel de género se realizo a través de
conteo en camara de sedimentacion (técnica Utermdlh) a un nivel de precision del
5%. En orden de establecer las caracteristicas fisicoquimicas y microbiolégicas de
la calidad del agua del humedal se determiné: pH, temperatura, conductividad,
solidos totales disueltos, fosforo total, ortofosfatos, nitritos, nitratos, coliformes
fecales y totales. La variacion espacial de la composicion y abundancia relativa se
evalu6 empleando el indice de Bray-Curtis, la diversidad de algas verdes y
cianobacterias fue estimada a través del indice de Shannon-Wiener.

Se encontro que la comunidad fitoplancténica de algas verdes esta compuesta por
doce géneros, a saber: Golenkinia, Desmodesmus, Staurastrum, Staurodesmus,
Cosmarium, Mougeotia, Microspora, Pediastrum, Volvox, Xanthidium, Closterium y
Coenocystis y un género perteneciente a las Cyanophytas: Anabaena. El género
mas abundante en términos de numero de individuos fue Golenkinia, mientras que
en términos de biomasa Desmodesmus fue el mas prominente.

Palabras clave: Alga verde, Cianobacteria, Estado Tréfico, Bioindicacion,
Potencial Biotecnolégico



ABSTRACT

The identification and quantification of green algae and cyanobacteria from Lago
de las Garzas wetland was carried out. The samples was taken on 14-October-
2016 and 02-December-2016 from seven not-randomized fixed sampling sites in
each journey in order to cover wetland especific sites. Algae quantification was
carried out using an Utermohl chamber (5% precision level). In order to describe
the physochemical and microbiologic characteristics pH, temperature, electric
water conductivity, total disolved solids, total phosporous, ortho-phosfate, nitrites,
nitrates and coliforms were measured. The spatial and temporal variation of algae
comunities was evaluated using Bray-Curtis Index. The diversity was measured
using the Shanon-Wiener index.

We found that the phytoplanktonic green algae and cyanobacteria comunity is
main composed for two green algae genus: Golenkinia and Desmodesmus. Other
green algae genus were also found: Staurastrum, Staurodesmus, Cosmarium,
Mougeotia, Microspora, Pediastrum, Volvox, Xanthidium, Closterium vy
Coenocystis. From Cyanophytas only Anabaena is reported in the present work.

Keywords: Green algae, Cyanobacteria, Trophic status, Bioindication,
Biotechnologic potential.



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

2.1 Problema de investigacién

Los humedales son cuerpos de agua de caracteristicas diversas. Estas
formaciones hidricas se relacionan con un ndmero importante de servicios
ecosistémicos para los seres vivos que pueblan el espacio geografico asociado al
humedal. Entre éstos servicios ecosistémicos se pueden listar tres categorias
generales: culturales, de regulacion y de aprovisionamiento.

Varios de los servicios ecosistémicos provistos por humedales estan asociados a
la produccion primaria, tanto por parte de plantas como de microorganismos
fotosintéticos, es el caso de la regulacion climatica, atmosférica, nutrientes y
residuos, asi como recursos genéticos y, potencialmente, de materias primas.

Actualmente, existe un desconocimiento total de la composicion de las
poblaciones de microorganismos fotosintéticos en los humedales del sur de la
ciudad de Cali-Colombia, lo que conduce a una incomprension de los servicios
ecosistémicos que éstos puedan prestar, y la desestimacion del valor de los
mismos. Este tipo de informacion es clave en la estructuracion de planes de
manejo en el marco de la Politica Nacional de Humedales (Ministerio Nacional del
Medio Ambiente, 2002). Por ésta razon, la presente investigacién presenta un
inventario a nivel de género de la comunidad plancténica de cianobacterias y algas
verdes del humedal Ecoparque Lago de las Garzas.

2.2 Justificacién del proyecto

El vacio que actualmente existe a nivel local, en todo lo que se refiere a diversidad
y abundancia de comunidades microalgales presentes en los humedales,
representa una barrera que impide comprender completamente el comportamiento
de estos espacios, y a su vez puede conducir a subdimensionar los efectos que
producen las actividades antrOpicas sobre los mismos, como por ejemplo, el
desequilibrio de las redes troficas, donde las microalgas son el primer eslabon de
la cadena. Estos motores de cambio pueden conducir a la modificacion, reduccion
o pérdida de los servicios ecosistémicos brindados por los humedales y a riesgos
a la salud humana y animal de las comunidades aledafas.

Alrededor de los sistemas de humedal tiene lugar el desarrollo de un gran nimero
de formas de vida dependientes de éstos, entre las que se encuentran no sélo la
fauna y flora silvestre; en algunos casos el agua de los mismos es destinada a
diversas actividades humanas, al tiempo, dicha actividad suele contribuir en forma



notable a los fendmenos eutrofizacion en cuerpos de agua (T C Daniel, Sharpley,
& Lemunyon, 1998).

La eutrofizacion ha sido histéricamente relacionada con la proliferacion desmedida
de grupos particulares (Anderson, Glibert, & Burkholder, 2002); lo que
eventualmente puede suponer no solo un dafio ecologico del sistema, ya que otros
organismos fotosintéticos encontrandose en desventaja numérica estan
imposibilitados para competir por recursos limitados (luz, especialmente),
causando su declive. Una vez que la proliferacion alcanza una concentracion tal
que el sistema no puede soportar su mantenimiento, muere rapidamente
generando grandes cantidades de biomasa en descomposicién, disminuyendo a
niveles letales la concentracion de oxigeno disuelto con severas consecuencias
para el cuerpo de agua (Paerl & Otten, 2013).

Estos afloramientos no son solo letales para los organismos por el desbalance que
se genera en dicho ambiente, sino también porque durante los mismos, puede
presentarse la produccién de sustancias toxicas por parte de algunos organismos
(Corbel, Mougin, & Bouaicha, 2014), las cuales se acumulan en el cuerpo de
agua, afectando de manera directa o indirecta poblaciones de dicho ecosistema
(Downing, Contardo-Jara, Pflugmacher, & Downing, 2014), dando lugar a
fendbmenos de biomagnificacion.

Recientemente se han desarrollado numerosos estudios encaminados a la
identificacion de organismos fitoplancténicos como fuente de compuestos
bioactivos y de interés industrial: polisacaridos; como sustrato en la produccion de
materias primas o con actividad biolégica (Shao, Chen, & Sun, 2014), lipidos de
interés en la produccion de biocombustibles (Mutanda, 2011), un ndamero
considerable de nuevos compuestos bioactivos con interés farmacolégico (Plaza,
2010) y la potencial presencia de organismos susceptibles de ser utilizados en
bioindicacion y biorremediacién de cuerpos de agua contaminados (Posudin,
2014). Se espera que los resultados del presente trabajo, adicionalmente sirvan de
plataforma para futuros estudios de bioprospecciébn que busquen desarrollar
aplicaciones biotecnolégicas a partir de las algas presentes en el humedal.
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3. MARCO TEORICO

3.1 Humedales y servicios ecosistémicos

Los servicios ecosistémicos estan definidos, de acuerdo a la Evaluacion de
ecosistemas del milenio como cualquier beneficio que reciben los seres humanos
por parte de los ecosistemas de forma directa o indirecta, de naturaleza
econOmica o cultural. Estos beneficios a menudo se clasifican en tres categorias
generales: Servicios culturales, de aprovisionamiento y regulaciéon (Carpenter et
al., 2009). Los servicios de regulacién y aprovisionamiento estan, a su vez,
relacionados a una cuarta categoria: Servicios de soporte.

Los beneficios provistos por los ecosistemas pueden ser de caracter material o no,
dentro de los servicios materiales se encuentran los de aprovisionamiento:
aquellos que generan algun producto o recurso especifico. Son ejemplos la
comida, agua, materias primas y recursos genéticos. Otra categoria son los
servicios de caracter tangible, denominados de regulacion; donde los seres
humanos se ven beneficiados de los procesos de regulaciéon de los ecosistemas:
el control biologico, el procesamiento de residuos, la regulacion climatica y
atmosférica son dechados de este tipo servicios ecosistémicos de regulacion
(Boyd & Banzhaf, 2007). Los servicios de soporte como su nombre indica, se dan
una escala de tiempo mayor y estan orientados a mantener los servicios de
regulacion y aprovisionamiento, por ejemplo: los ciclos de nutrientes y la formacion
de suelos.

Los servicios culturales son, a diferencia de las dos categorias anteriores, de
naturaleza inmaterial. Hacen referencia a los beneficios paisajisticos, estéticos,
espirituales, entre otros que pueden brindar los distintos espacios generados por
el ecosistema o gracias a la identidad local que estos puedan representar (Terry C
Daniel et al., 2012).

Los servicios ecosistémicos tienen una doble importancia: como beneficio per se
para los seres humanos en cada una de sus diferentes dimensiones y como
herramienta econdmica para promover la conservacion. Hacia la finales de los
afios 60°s y principios de los 70°s el dafio ambiental ocasionado por el uso no
controlado de los recursos naturales comenzoé a hacerse evidente y con él nacio la
preocupacion por, a través de la investigacion cientifica, determinar y cuantificar
los bienes y servicios que se obtienen del medio ambiente como una estrategia
gue permitiera ligar dicha fuente de recursos con un concepto econdémico a través
del cual darle valor (Farber, Costanza, & Wilson, 2002).

El concepto de humedal ha sido modificado a través de los afios y puede variar
entre diversos autores, sin embargo, se presenta una definicion ligeramente
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ampliada respecto a la establecida por la convencion Ramsar, propuesta por
Cowardin y colaboradores:

“‘Los humedales comprenden areas de marismas, pantanos, turberas, aguas
naturales o artificiales, estancados o en movimiento, ya sean dulces, salobres o
saladas. Se incluyen dentro de los humedales los ambientes acuaticos que no
excedan los seis metros de profundidad” (Cowardin, 1995)

Debe, usualmente, reunir tres caracteristicas basicas: Presencia de vegetacion
hidrofila, suelos hidricos y condicion hidrica (International Union for Conservation
of Nature and Natural Resources, 2003). Por diversos factores pueden no estar
presentes, de forma evidente, algunas de éstas condiciones, por ejemplo; si
fendbmenos climaticos conllevan a la desaparicion de la vegetacion. Lo anterior no
implica, de cualquier manera, un distanciamiento del cuerpo hidrico en cuestion
respecto a la definicion de humedal.

Los humedales estdn asociados a un numero importante de servicios
ecosistémicos entre los que se encuentra la regulacion hidrica a través de la
disminucién de inundaciones y la recarga de aguas subterraneas, sirven como
plataforma para ciclos biogeoquimicos, reservorios de materia organica,
regulacion climética, atmosférica y de nutrientes. Varios servicios ecosistémicos
obtenidos de los humedales estan ligados a las poblaciones de productores
primarios, grupo dentro del cual el fitoplancton es de especial importancia.

El nitrdgeno se encuentra en cantidades importantes en su formal elemental como
gas dentro de la atmosfera terrestre (Bender, Sowers, Barnola, & Chappellaz,
1994). Este elemento es fijado en forma de amonidco por algunos grupos
bacterianos incluyendo Cyanophytas (Flores & Herrero, 1994) y este a su vez es
oxidado en nitrito y, finalmente, en nitrato. Estos compuestos provenientes del
nitrégeno elemental no son asimilables por organismos heterotrofos estrictos. En
este punto, los productores primarios juegan un rol fundamental, ya que son
capaces de generar formas asimilables del nitrégeno para organismos
heterotrofos, a partir de amoniaco o, mayoritariamente, empleando nitrato (Naldi &
Wheeler, 2002). Lo anterior se constituye en un ejemplo de servicio ecosistémico
de soporte.

Los productores primarios llevan a cabo también procesos de fijacion de carbono a
partir del diéxido de carbono disponible en la atmosfera terreste (da Silva Vaz,
Costa, & de Morais, 2016). Esta funcién representa un servicio de regulacion y
soporte, ya que, ademas de proveer formas asimilables del carbono, captura el
dioxido de carbono atmosférico contribuyendo a la mitigacion del impacto de los
gases invernadero.
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3.3 Muestreo y andlisis de fitoplancton

El disefio de planes de muestreo, es decir, la cantidad y ubicacion de sitios donde
se tomaran las muestras, depende de diversas variables: objetivos del estudio,
nivel de precision deseado, tiempo y recursos disponibles. Estos pardmetros
guardan estrecha relacibn con condiciones intrinsecas del cuerpo de agua,
principalmente de la variabilidad en términos de abundancia, composicion y
propiedades fisicogquimicas que se presenten entre los sitios de muestreo (Irish &
Clarke, 1984). Por ejemplo, para calcular el tamafio muestral minimo, que varia de
acuerdo a la distribucién a la que se ajusten los datos, es necesario conocer la
media y la varianza de un estudio piloto, donde un nimero de muestras tan
elevado como sea posible, situadas de forma aleatoria es la mejor alternativa
(Prepas, 1984).

La representatividad de las muestras no esta dada solamente por el nimero y la
ubicaciébn que esta relacionada con la variabilidad espacial debida a los
pardmetros fisicoquimicos (distribucion de nutrientes, viento, temperatura, luz) sino
también por la posicidén vertical en la columna de agua a la cual se tomen las
muestras y el volumen de la misma. De otro lado, el volumen de muestra debera
ser previamente estandarizado a través de una curva de concentracion de
organismos contra volumen de muestra; cuando se encuentre una asintota
superior en el eje de abundancia se establecera ese volumen como el tamafio de
muestra a colectar.

Si bien existe variedad de dispositivos para colectar muestras de plancton, pueden
clasificarse en dos grupos: redes y botellas. Las redes corresponden, como su
nombre lo indica a dispositivos equipados con mallas de diferentes calibres y un
recipiente colector, al tiempo que las botellas son recipientes equipados con un
mecanismo para abrir y cerrar las compuertas desde la posicion del operador.
Ambos ofrecen caracteristicas diferentes, especialmente Utiles en funcion del
objetivo de las muestras.

Las redes permiten tomar muestras compuestas si se realizan por arrastre, se
trata de muestras pre-concentradas por la naturaleza del dispositivo y es posible
excluir diferentes tipos de organismos en funcion del tamafio. No obstante, no es
facil estimar con precision el caudal que atraviesa la red y por tanto se trata
muestras cualitativas. De otro lado, las botellas permiten tomar muestras de forma
precisa a diferentes profundidades y con un volumen conocido, por lo tanto
pueden llevarse a cabo mediciones cuantitativas cuando la muestra es colectada a
través de este tipo de dispositivo (Tuney & Maroulakis, 2014).

Una vez colectada, la muestra deberda ser preservada utilizando un meétodo
adecuado de acuerdo al tiempo que ésta serd almacenada. En el corto plazo (12 a
24 h) puede emplearse un espacio protegido de la luz (o recipientes ambar en su
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defecto) y cuya temperatura se encuentre entre 2 y 4°C. En el mediano y largo
plazo (hasta 1 afio) puede usarse formaldehido, glutaraldehido o mas
comunmente lugol.

Si bien la identificacién del fitoplancton puede llevarse a cabo por técnicas de
citometria de flujo (Wilkins, Boddy, Morris, & Jonker, 1999) o biologia molecular
(Wilkins et al.,, 1999) y éstas pueden llegar a proveer una aproximacion
cuantitativa, son técnicas analiticas costosas, que pueden suponer procesos
previos de estandarizaciébn prolongados y complejos. Por las razones
mencionadas anteriormente, se prefieren técnicas de menor costo, que permiten la
identificacion y cuantificacion simultdnea, siendo probablemente el conteo en
camara de Utermohl el mas extendido puesto que permite considerar muestras
completas de diferentes tamafios.

3.4 Variables fisicoquimicas relevantes en el andlisis de poblaciones
plancténicas

El plancton, como organismo vivo, estd altamente condicionado por diversos
parametros fisicoquimicos del agua (Jouenne, Lefebvre, Véron, & Lagadeuc,
2005). De ésta forma, para caracterizar una poblacion de ésta naturaleza es
necesario correlacionar la diversidad y abundancia con el perfil fisicoquimico del
cuerpo de agua en términos de la temperatura, diferentes parametros relacionados
a la conductividad, niveles de oxigeno disuelto, nutrientes y grado de penetracion
de la luz. Estos parametros se amplian a continuacion.

Temperatura:

La tasa a la cual proliferan los organismos vivos esta directamente relacionada
con la actividad metabdlica de los mismos, el metabolismo definido en forma
general como el conjunto de reacciones quimicas implicadas en el mantenimiento
y desarrollo celular estd basado casi por completo en reacciones enzimaticas
fuertemente influenciadas por la temperatura. En funcion de diferentes
caracteristicas propias de la fisiologia de cada género e incluso especie, el
desarrollo puede verse favorecida a uno u otro rango de temperatura, por tanto, la
medicion de éste parametro aporta informacién importante en la comprension de
la abundancia y composicién de una poblacion.

Profundidad de Secchi:

Diversos factores afectan la turbidez de una columna de agua y ésta afecta la
profundidad a la cual la radiacion solar es capaz de penetrar, definiendo asi la
zona del cuerpo de agua en la cual la poblacion planctonica fototrofa podra
desarrollarse. Comparativamente, la abundancia plancténica en un humedal de
menor tamafio respecto a uno mas grande puede ser mayor si en el segundo la
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zona fética se ve considerablemente mas restringida por una turbidez demasiado
elevada, lo anterior ejemplifica la importancia de este parametro. La transparencia
es usada ademas como un parametro que permite inferir acerca del estado de
eutrofizacion de un cuerpo de agua

Potencial de hidrégeno, pH:

El potencial de hidrégeno pH, es una medida en escala logaritmica de la
concentracion de iones hidronio en solucion y por tanto de la acidez del medio. La
presencia y abundancia de otros iones en solucion se estima a través de la
capacidad del agua para conducir electricidad o conductividad. Estos parametros
influencian los procesos metabdlicos pues la eficiencia catalitica de las enzimas
esta relacionada con el pH y la fuerza idnica a los cuales se esta llevando a cabo
la reaccion, adicionalmente, diversos procesos de transporte de nutrientes y la
cadena de transporte electronico estan ligados al intercambio de iones entre los
que se encuentran los iones hidronio (Gerloff-Elias, Proschold, & Spijkerman,
2005). De acuerdo a esto, cada familia o género (llegandose a presentar
diferencias a nivel de especie) por las caracteristicas de sus enzimas y dindmicas
de transporte de nutrientes tiene asociado un valor de pH al cual su productividad
se ve maximizada, por lo tanto, variaciones en éste pardmetro vienen
acompafadas de modificaciones en las abundancias relativas dentro de las
poblaciones fitoplanctédnicas.

Soélidos totales disueltos:

La medicion de solidos totales disueltos como funcion de la conductividad
representa un parametro de facil determinacion y que presenta una estimacion
generalizada de todos los componentes presentes en el agua incluyendo
nutrientes y es, por tanto, una variable comunmente asociada al grado de
eutrofizacion de un sistema acuatico. Los sélidos disueltos pueden ademas afectar
la cantidad de luz que puede penetrar en el agua y por tanto la factibilidad del
desarrollo de organismos fotosintéticos, categoria a la cual pertenecen los
organismos fitoplancténicos en estudio.

3.5 Estado tréfico y formacion de florecimientos algales

El estado tréfico hace referencia a la abundancia de nutrientes presentes en un
ambiente normalmente acuatico. De esta forma, un ambiente puede presentar
escasa (oligotrofico), media (mesotréfico) o elevada (eutréfico) abundancia de
nutrientes.

Los ambientes altamente eutrofizados estdn a menudo asociados a produccion
elevada de biomasa planctdénica. Si bien las algas en general requieren,
habitualmente, un amplio espectro de macro y micronutrientes (Nitritos, Nitratos,
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Fosfatos, Hierro, Zinc, Cobalto, Manganeso, Tiamina, Biotina, Cianocobalamina,
entre otros), se ha establecido que el contenido de nitrdgeno no-uréico y fosforo,
especialmente en forma de ortofosfatos poseen mayor influencia sobre la
produccién de biomasa (Levine & Schindler, 1999). Por lo anterior, estos
paradmetros son de especial atencion en orden de evaluar el estado tréfico de un
cuerpo hidrico.

Ciertos organismos fitoplancténicos, asi como otros grupos de productores
primarios, responden al aumento en la cantidad de nutrientes disponibles
promoviendo su crecimiento. Al presentar un aumento rapido de estas poblaciones
la biomasa se acumula en el cuerpo de agua. Una vez la curva de crecimiento de
estos organismos alcanza su fase de decaimiento y muerte, el cuerpo hidrico
enfrenta grandes cantidades de materia organica en descomposicién, escenario
gue conduce, eventualmente, a un aumento desproporcionado de la demanda de
oxigeno por parte de las poblaciones bacterianas encargadas de la
descomposicion afectando, en consecuencia, la calidad del agua y la capacidad
del sistema para sostener la mayor parte de la biota acuatica.

La vigilancia periédica de los parametros fisicoquimicos asociados a los nutrientes
en los humedales y demas cuerpos hidricos es de vital importancia, especialmente
aguellos relacionados con las concentraciones de nitrégeno y fésforo debido a que
la tendencia a eutrofizacion esta directamente relacionada con eventos de
florecimiento algales o blooms por el término acufiado en inglés para dichos
eventos (Bertani et al., 2016; Xiaoyi et al., 2016).
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Caracterizar a nivel de género las algas verdes (Chlorophyta y Charophyta) y
Cianobacterias (Cyanophyta) en el plancton del humedal Ecoparque Lago de las
Garzas

4.2 Objetivos especificos

4.2.1 Disefar y ejecutar un plan de muestreo piloto que permita estimar la
diversidad y variabilidad a fin aportar informacion necesaria para disefar futuros
esquemas de muestreo periodico.

4.2.2 Inventariar a nivel de género la diversidad de algas verdes y cianobacterias
presentes en los humedales objeto de estudio y determinar su abundancia.

4.2.3 Proponer, a través de una revision bibliogréafica, una seleccion de géneros de
interés para futuros estudios de bioindicacidon y bioprospeccién de cepas
productoras de compuestos de interés en ciencia bésica y aplicada.
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5. METODOLOGIA

5.0 Area de estudio

El presente trabajo se desarroll6 en el humedal Lago de las Garzas, ubicado en la
zona sur de Santiago de Cali - Valle del Cauca, Colombia (3°19'54.74"N,
76°32'12.87"W; 1044 msnm). Es un sistema acuatico Iéntico de origen artificial,
construido gracias al esfuerzo conjunto de las familias de las victimas del
accidente aéreo de American Airlines en diciembre de 1995, la comunidad aledafa
y las autoridades ambientales. Este humedal cuenta con una superficie
aproximada de 0.8 hectareas dentro de un area protegida de por lo menos

Figura 1. Entrada (izqg.), y salida (der.) visible de agua e islote de anidacion en el
humedal Las Garzas (Ledén Sanchez, 2012)
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4 hectareas, posee una uUnica entrada y salida de agua visible. Presenta gran
cantidad de vegetacion asociada.

5.1 Muestreo y Preservaciéon de las muestras

Muestreo: Ante la inexistencia de caracterizaciones previas de la comunidad
fitoplanctonica, se ejecutd un muestreo con puntos situados no-aleatoriamente. Se
adopt6 este patron de muestreo ya que el humedal cuenta con diferentes zonas
identificables, a saber: las zonas de entrada y salida visibles de agua, asi como el
islote donde se concentran las garzas (ver figura 1). Situar puntos de muestreo en
estas zonas permite evaluar cémo incide el agua que ingresa en el sistema,
incluyendo la evaluacién del agua que estad por ingresar, la condicién de la
comunidad en el agua que abandona el sistema y el efecto de las descargas
organicas concentradas alrededor del islote por parte de la avifauna.

Lo anterior, con el objetivo de cubrir estratégicamente las diferentes zonas con las
que cuenta el humedal. En la figura 2, se relacionan los puntos de muestreo
evaluados en cada una de las jornadas.

A B

Figura 2. Puntos de muestreo para las jornadas: A. 14-Octubre-2016; B. 02-
Diciembre-2016; C. 03-Enero-2016
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Preservacion de muestras

A fin de preservar en el mediano plazo las muestras destinadas a conteos e
identificacion (1 L), se utilizé una solucion de lugol acido con concentracion final de
2.5 % (ver Protocolo Anexo 1. Fijacion y preservacion de muestras).

Las muestras destinadas a la determinacion de parametros fisicoquimicos (700
mL) se preservaron a 4°C, adicionando &cido sulfurico en las submuestras
destinadas a la determinacion de nitrégeno y empleando frascos plasticos ambar
para las submuestras destinadas a los analisis de fosforo. Dado que los analisis
fueron contratados, estas fueron entregadas al proveedor de analisis en un plazo
no mayor a 6 horas. La informacion respecto a cada muestra se organizd y
documento de acuerdo al Protocolo Anexo 2.

El material destinado al andlisis microbiolégico en términos de coliformes fecales y
no fecales, se colectd en recipientes Whirl-Pack estériles y se preservé a 4°C por
un periodo no mayor a 12 h hasta su analisis.

5.2 Conteo e identificacion

Conteo:

El volumen de muestra a disponer en la cAmara de sedimentacion (ver Protocolo
Anexo 3. Estandarizacion del volumen/concentracion de muestra) se fijé en 25 mL.
La sedimentacion de las muestras se llevd a cabo en camara Uterméhl (Aquatic
Research Instruments, Estados Unidos).

El nimero de objetos a contar se determina con base en el nivel de precision
requerido de acuerdo a la siguiente ecuacién

eiar = (2) @

Donde, n.onar €S €l Nimero de células a contar si se desea un nivel de precision
D. Por ejemplo, para alcanzar una precision del 20% se requiere contar (1/0.2)? =
25 células. Un nivel de precisién adecuado para métodos cuantitativos es 5% que
exige contar al menos 400 células. Los conteos se realizaron por triplicado para
cada muestra empleando un microscopio 6ptico invertido (Nikon, Japdn).

Identificacion:

La identificacion preliminar de los organismos encontrados se llevé a cabo basada
en claves taxondmicas generales (Bellinger & Sigee, 2015; Landcare Research,
2017).
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Los hallazgos preliminares fueron confirmados empleando claves especificas para
los diferentes grupos encontrados: Zygnematales y Desmidiales (Gerrath, 2003),
algas verdes filamentosas (John, 2003), algas verdes coloniales (Shubert, 2003) y
cianobacterias filamentosas (Komarek, 2003). La nomenclatura taxonémica se
verifico en AlgaeBase (Algae Base, 2017).

5.3 Determinacion de parametros fisicoquimicos y microbioloégicos
A continuacioén, se detallan los parametros fisicoquimicos que se determinaron en

cada muestra:

Tabla 1. Pardmetros fisicoquimicos y metodologia propuesta para su medicion.

Parametro Metodologia

Oxigeno disuelto Medicion in situ: Multiparametros

pH Medicion in situ: Multiparametros

Temperatura Medicion in situ: Multiparametros

Conductividad Medicion in situ: Multipardmetros

Solidos totales disueltos Medicion in situ: Multiparametros

Maxima Profundidad de penetracion de luz Profundidad de Secchi
Fosforo total Contratado a tercero — Comprobacion in house
Ortofosfatos Contratado a tercero — Comprobacion in house
Nitritos Contratado a tercero — Comprobacion in house
Nitratos Contratado a tercero — Comprobacion in house
Nitrogeno total Contradado a tercero — Comprobacion in house
Recuento de coliformes fecales y totales Filtracion por membrana

Si bien los andlisis de cuantificacion de nutrientes (Nitritos, Nitratos, Nitrégeno
Total, Ortofosfatos y Fosforo total) se contrataron en principio con un laboratorio
externo, los resultados emitidos por este se sometieron a una reevaluacion in
house usando el sistema fotométrico Spectroquant® (Merck, Alemania). Para tal
fin, los andlisis se realizaron siguiendo los procedimientos establecidos por el
fabricante para cada variable, estas mediciones se llevaron a cabo empleando
muestras tomadas el 03-Enero-2017, en un plazo no mayor a las 48 horas.
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5.4 Estimacion de la diversidad a nivel de género y similaridad intermuestral

Con el fin de estimar la similaridad entre los diferentes sitios de muestreo se
empleo el indice de similitud de Bray-Curtis, de acuerdo a la siguiente ecuacion

n
k=1Mik — Nk

BC;; =
Y N; + N;

(2)

Donde corresponde al indice de similitud de Bray-Curtis entre las muestras i y j,
n;, €l numero de individuos del género k en la muestra i, n;, el numero de
individuos del género k en la muestra j, N; y N; el nimero total de individuos en la

muestra j e i, respectivamente. Las muestras son tan similares cuanto el valor de
este indice se acerque a cero.

Por otro lado, la diversidad a nivel de género se estimé usando el indice de
Shannon-Wiener, de acuerdo a la siguiente ecuacion:

n
H = _Zpilnpi A3)
=1

Donde, H’ corresponde al indice de Shannon-Wiener y p; la abundancia relativa de
la especie i. La diversidad sera mayor cuanto mas alto sea el valor de éste indice.

6. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1 Disefio y ejecucién de un plan de muestreo piloto

En concordancia con el primer objetivo especifico del presente trabajo, se llevaron
a cabo dos jornadas de muestreo en octubre y diciembre del afio 2016, tomandose
en cada jornada 6 muestras en sitios no aleatorios del humedal. La no-
aleatoriedad de estos puntos se basoé en el objetivo de determinar si el humedal
presenta zonas diferenciables en funcién de sus caracteristicas aparentes, esto
es: los sitios alrededor de la entrada y salida de agua del humedal, asi como la
zona alrededor del islote donde se concentra una cantidad importante de aves,
lugar en el cual se esperaba hubiese mayor concentracion de material organico.

Como se mostrarda mas adelante, las muestras presentan gran similitud entre si,
sin embargo, la deteccion de un organismo indicador de ambientes mesotréficos
(Closterium) en la region cercana a la entrada de agua del humedal muestra la
importancia de mantener dos estaciones de muestreo para la continuidad del
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monitoreo de estas comunidades: un sitio cercano a la entrada de agua del
humedal (punto 3, figura B) y otro en el area circundante al islote donde se
concentran las aves (punto 4, figura B).

6.2 Caracterizacion de la comunidad de algas verdes y cianobacterias:
diversidad y composicién

En orden de responder al segundo objetivo especifico del trabajo, las muestras
tomadas en ambas jornadas de muestreo fueron analizadas. En la tabla 2 se
presentan los resultados de abundancia en camara Utermohl correspondientes a
la primera jornada de muestreo (octubre-2016), asi como el indice de Sannon-
Wiener calculado para cada muestra.

Tabla 2. Géneros encontrados y abundancias para muestras tomadas en 14-Oct-2016

Género M1 M2 M3 M4 M5 M6 X*
Desmodesmus 64 (2.5) 56(1.0) 74(4.4) 65(1.7) 55(4.2) - 63
Coenocystis  10(1.5) 11(1.0) 22(2.1) 5(2.1) 15(3.2) - 13
Golenkinia 265 (3.5) 212 (2.0) 216 (2.1) 273 (1.7) 206 (3.1) 2(1.5) 235
Staurastrum 15 (4.5) 16(0.6) 24(3.1) 13(1.0) 16(2.1) - 17
Pediastrum 27 (2.1) 16(3.5) 13(3.2) 24(3.2) 26(3.5) - 22
Staurodesmus 3 (1.2) 7(2.1) 9(0.6) 3(1.5 6(2.0) - 6
Xanthidium - 14 (4.9) 14(4.4) 5(23) 6(3.6) - 8
Cosmarium 22 (1.7) 44(1.2) 25(3.1) 17(4.0) 37(4.1) - 29
Mougeotia  3(0.6) 4(15) 3(23) 4(26) 1(0.6) - 3
Microspora 7(1.2) 15(1.0) 14(2.0) 4(1.7) 16(4.1) - 12
Volvox 1(0.6) - - - 1(0.6) - 1
Closterium - 8(0.6) 1(1.0) = = =
Anabaena  15(4.6) 12(1.5) 15(2.5) 10(1.0) 12(0.6) - 13
ISW 13 1.7 1.8 1.3 1.6 0.04

(-) No se encontr6 ninguna célula del taxén durante el conteo en ninguna réplica de la muestra
(*) El promedio excluye los datos de la muestra 6

ISW indice de Shannon-Wiener

Nota: Los datos estan presentados en el siguiente formato: promedio (desviacion estandar)

Con el fin de estimar la similitud entre los diferentes sitios de muestreo se calcul6
el indice de Bray-Curtis, los resultados se muestran a continuacion en la tabla 3.

Tabla 3 Valores calculados del indice de Bray-Curtis para muestras tomadas en 14-Oct-2016

Muestra 1 2 3 4
2 0.01
3 0.02 0.03
Continuacion
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4 0.01 0.03 0.01
5 0.03 0.02 0.05 0.04
6 0.99 0.99 0.99 0.99

A continuacién, en la tabla 4, se presentan los resultados de abundancia para las
muestras recolectadas durante la segunda jornada (Diciembre-2016).

Tabla 4. Géneros encontrados y abundancias para muestras tomadas en 02-Dic-2016

(-) No se encontr6 ninguna célula del taxén durante el conteo en ninguna réplica de la muestra
(*) El promedio excluye los datos de la muestra 6

ISW indice de Shannon-Wiener
Nota: Los datos estan presentados en el siguiente formato: promedio (desviacion estandar)

Género M1 M2 M3 M4 M5 M6 X*
Desmodesmus 64 (3.5) 56(5.5) 73(1.5) 65(3.5) 54(1.5) - 63
Coenocystis 9(4.2) 12 (2.0) 27(3.8) 6(2.0) 11(1.0) - 13
Golenkinia 263 (2.5) 213 (4.4) 212(1.2) 272(2.3) 204(0.6) 3(2.0) 235
Staurastrum 14 (2.6) 16(3.6) 24(3.1) 17(2.1) 13(3.8) - 17
Pediastrum  25(2.5) 16(2.3) 16(1.5) 24(1.5) 25(3.8) - 22
Staurodesmus 3 (1.2) 5(4.5) 5(2.1) 4(1.5) 4(0.6) - 6
Xanthidium  5(0.0) 12(1.2) 15(3.6) 6(4.9)  3(1.5) - 8
Cosmarium 23(3.0) 46(3.2) 26(1.2) 12(0.6) 34(1.5) - 29
Mougeotia 3(3.5) 5(3.2) 3(3.0) 4(3.2) 1(1.0) - 3
Microspora 7 (1.5) 18 (1.5) 15(2.9) 7 (2.0) 15(3.5) - 12
Volvox 2 (0.6) - - - - - 1
Closterium - 7 (0.6) 2(1.0) - - -
Anabaena 14 (3.1) 15(2.0) 12(1.5) 14(3.1) 12(2.1) - 13
Isw 1.4 1.7 1.8 1.4 1.5 0.04

Las muestras tomadas en 02-Dic-2016 presentan, al igual que las muestras
tomadas en octubre de 2016, una similitud apreciable que se pone en manifiesto a
través del indice de Bray-Curtis, mostrando valores muy cercanos a cero (ver tabla

5).

Tabla 5 Valores calculados del indice de Bray-Curtis para muestras tomadas en 02-Dic-2016
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Muestra 1 2 3 4
2 0.02
3 0.02 0.01
4 0.00 0.02 0.02
5 0.07 0.05 0.05 0.07
6 1.0 1.0 1.0 1.0




Figura 3. A. Pseudostaurastrum, B. Posible huevo de uncinarias o de Ascaris lumbricoides decorticado, C.
Pediastrum, D. Staurastrum, E. Desmodesmus, F. Coenocystis, G. Cosmarium, H. Anabaena |. Xanthidium, J.
Golenkinia y K. Peridinium
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Como se muestra en las tablas 2 y 4, la comunidad de algas verdes encontradas
esta representada tanto por organismos del phylum Charophyta, dentro del cual el
orden Desmidiales es el mas predominante, como del phylum Chlorophyta, donde
se encontraron organismos del orden Sphaeropleales. Adicionalmente, se
encontraron representantes de los ordenes Zygnematales (Charophyta) y
Chlamydomonadales (Chlorophyta). Respecto a la poblacién de cianobacterias,
tanto en muestreos preliminares como en los conteos en camara Utermdhl, se
encontré Unicamente individuos del género Anabaena , perteneciente a la familia
Nostocales.

El orden Desmidiales agrupa cuatro familias: Desmidiaceae, Closteriaceae,
Peniaceae y Gonatozygaceae. La familia Desmidiaceae agrupa por lo menos
cincuenta géneros, encontrandose cuatro de estos en la comunidad fitoplanctonica
del humedal Lago de las Garzas, a saber. Staurastrum, Staurodesmus,
Xanthidium y Cosmarium. De otro lado, dentro de la familia Closteriaceae se
encontré Unicamente el género Closterium En la presente caracterizacion no se
encontraron organismos de las familias Peniaceae y Gonatozygaceae.

Dentro del orden Zygnematales, familia Zygnemataceae se encontré el género
Mougeotia.

El orden Sphaeropleales agrupa por lo menos 17 familias, siendo
Scenedesmaceae la mas prominente, dentro de la cual se encontré el género
Desmodesmus spp. Se encontrd, ademas, una amplia variedad de organismos
pertenencientes al orden en mencion, distribuidos en cuatro familias:
Radiococcaceae (Coenocystis), Hydrodictyaceae (Pediastrum), Microsporaceae
(Microspora) y Neochloridaceae (Golenkinia), destacandose esta ultima por ser el
taxdn mas abundante en términos de numero de individuos.

Registros fotograficos de algunos de los géneros encontrados se presentan en la
figura 3. En la misma, también se pueden observar algas pertenecientes a otros
grupos no contemplados en el presente trabajo como las algas pardas
(Pseudostaurastrum) y dinoflagelados (Peridinium)

Frente a los datos de abundancia y composicion de los diferentes géneros
encontrados, el primer aspecto a discutir es, por supuesto, si los mismos son
coherentes respecto a los factores abidticos asociados al humedal. Para tal fin, la
cuantificacion de ortofosfatos, fosforo total, nitrégeno total, nitritos y nitratos fue
contratada con un laboratorio tercero. Los resultados de estos analisis se
presentan a continuacién en la tabla 6.
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Tabla 6. Resultados de concentracién de nitritos, nitratos, nitrégeno total, ortofosfatos y fésforo total
para muestras tomadas en 02-Dic-2016

Muestra
Parametro 1 2 3 4 5 6
Nitritos (N-NO2 ppm) <0.015 <0.015 <0.015 <0.015 <0.015 <0.015
Nitratos (N-NOs ppm) <0.5 <0.5 <0.5 <0.5 <0.5 <0.5
Nitrégeno total (ppm) <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
Ortofosfatos (PO4 ppm) <0.25 <0.25 <0.25 <0.25 <0.25 <0.25

Fosforo total (P-POs ppm) <0.08 <0.08 <0.08 <0.08 <0.08 <0.08

Tras revisar los certificados de andlisis emitidos por el laboratorio tercero, estos
resultaron incoherentes respecto a los parametros nitrogeno total, fosforo total y
ortofosfatos, dadas las caracteristicas aparentes del humedal y los hallazgos
previos de abundancia y composicion de la poblacion fitoplancténica. Por lo
anterior, los analisis fueron repetidos in house empleando los kits para analisis
fotométrico del sistema Spectroquant® (Merck, Alemania) con muestras de agua
subsuperficial tomadas el dia 03 de enero de 2017 (ver tabla 7).

Tabla 7. Resultados de concentracion de nitritos, nitratos, nitrogeno total, ortofosfatos y fosforo total
para muestras tomadas en 02-Ene-2017

Muestra
Parametro 1 2 3 4
Nitritos (N-NO2 ppm) 1.66 0.8 1.20 1.25
Nitratos (N-NOs ppm) <0.3 <0.3 <0.3 <0.3
Nitrégeno total (ppm) 3.2 2.3 2.3 25
Ortofosfatos (POs ppm) 1.6 1.07 1.3 1.2
Fosforo total (P-PO4 ppm) 0.56 0.38 0.41 0.42

Como se aprecia en las tablas 2 y 4, los géneros de mayor abundancia en los
conteos son Golenkinia y Desmodesmus, dos géneros ampliamente reconocidos
por encontrarse comunmente asociados a sistemas eutréficos (Dilini &
Wijeyaratne, 2016; Kshirsagar, 2013; Sawaiker & Rodrigues, 2016; Wan Maznah &
Makhlough, 2015).

La abundancia predominante de Golenkinia es Unicamente a nivel de nimero de
individuos, ya que el biovolumen promedio por cada individuo es 24 um3, mientras
que Desmodesmus spp. cuenta con 231 um3, casi 10 veces mayor. Esta
observacién es relevante, ya que encontrar una mayor abundancia de Golenkinia
podria ser, cuando menos en principio, contradictorio dada las condiciones del
humedal en estudio. Desmodesmus fue situado por Palmer en el cuarto lugar de
géneros fitoplanctdnicos resistentes a la polucién organica en sistemas acuaticos,
basado en por lo menos 160 publicaciones. Desmodesmus es superado
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Gnicamente por los géneros Euglena, Oscillatoria y Chlamydomonas (Palmer,
1974).

De cualquier manera, otros géneros encontrados son también organismos
asociados a sistemas acuaticos con altas cargas de nutrientes: Staurastrum
(Restano, Ramirez Restrepo, Echenique, Vallejo, & Ortiz, 2011), Coenocystis
(Kim, 2014), Pediastrum (Abrantes, Antunes, Pereira, & Gongalves, 2006) y
Mougeotia (Tapolczai et al., 2015).

Cosmarium es un género que puede encontrarse en sistemas acuaticos de
diferentes estados troficos, sin embargo, las células de tamafio mayor al habitual,
observadas durante los conteos, son una peculiaridad tipica de sistemas
eutroficos (Xavier, Vale, & Vasconcelos, 2007).

Al comparar los resultados de la cuantificacibon de macronutrientes con los
lineamientos propuestos para estimar la eutrofizacion en sistemas acuaticos
(Vasquez-Zapata et al., 2012) el Humedal Lago de las Garzas se sitla en la
categoria de sistema eutréfico. Por lo anterior, la evidencia fitoplancténica
respalda los resultados analiticos de los ensayos fisicoquimicos determinados in
house y permite desestimar los certificados analiticos del laboratorio contratado.

La diversidad estimada a través del indice de Shannon-Wiener se encuentra, en
general, entre valores de 1.3 y 1.8 para las muestras analizadas. Dado que no se
cuenta con precedentes en el humedal en estudio o en otros de la zona sur de
Cali, resulta conveniente, en orden de establecer puntos de comparacion en
cuanto a la diversidad de la poblacion, sefalar que el nimero de géneros de algas
verdes se encuentra en el rango de 8 a 19 en otros humedales urbanos de
similares caracteristicas, con valores del indice de Shannon-Wiener que varian
entre 0.9 y 1.8 teniendo en cuenta Unicamente algas verdes y cianobacterias
(Ajayan & Kumar, 2015; Ganai & Parveen, 2014; Rodriguez Garzén, 2012). La
diversidad de cianobacterias suele ser menor que la de algas verdes en este tipo
ambientes. No obstante, la presencia de un Unico género representa una
diversidad por mucho menor que el promedio para éste grupo en el Humedal Lago
de las Garzas.

Si bien los indices de Bray-Curtis utilizados para determinar la similitud entre las
muestras sefalan, por la cercania de los valores a cero (ver tablas 4 y 6), que las
muestras 1 a 5 son muy similares entre si, no debe pasarse por alto la distribucion
y abundancia del género Closterium Como se observa en los conteos (ver tablas
2 y 4), el género en mencion esta presente Unicamente en las muestras 2 y 3,
aguellas que se encuentran mas cercanas a la entrada de agua del humedal,
donde los valores de nutrientes son menores. Lo anterior muestra la utilidad de
ciertos géneros fitoplanctonicos para indicar el estado tréfico de su ambiente
inmediato, dada su sensibilidad a la concentracion de nutrientes. Closterium spp.
es bioindicador de sistemas oligotroficos y oligo-mesotréficos (El-Serehy, Al-
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Misned, Shafik, Al-Rasheid, & Bahgat, 2014; Ersanli & Gdndulol, 2014), por ello su
baja abundancia y el hecho de que no se encuentre en todos los puntos como
sucede con otros géneros es también un indicio del estado eutréfico del humedal.

Los resultados de los parametros determinados in situ se presentan a continuacion
en la tabla 8.

Tabla 8 Resultados de parametros fisicoquimicos para muestras tomadas en 02-Ene-2017

Parametro
ollee Aok Profundidad  Oxigeno
totales Conductividad . ; Temperatura

Muestra  pH : 1 de Secchi disuelto
disueltos (uS-cm™) m) (%S.D.0.) (°C)

(ppm) T
11 6.8 68.2 43.65 - 65 22
1-2 6.9 64.3 41.15 - 64 22
1-3 6.9 64.8 41.47 - 67 22
1-4 7.1 65.9 42.18 - 65 22
1-5 6.8 64.5 41.28 - 65 22
1-6 7.1 83.5 53.44 - 78 20
2-1 7.4 65.2 41.73 0.65 65 21
2-2 7.2 62.1 39.74 0.65 64 21
2-3 7.2 62.4 39.94 0.65 67 21
2-4 7.3 63.6 40.70 0.65 65 21
2-5 7.2 63.1 40.38 0.65 65 21
2-6 7.1 87.5 56.00 - 78 19

Nota: Las muestras 1-1 a 1-6 y la muestra 1-6 no cuentan con valores de profundidad de Secchi
debido a que se tomaron en sitios de baja profundidad.

De acuerdo con Vasquez y colaboradores (Vasquez Zapata et al., 2012), dentro
de los parametros evaluados en el presente trabajo hay factores de elevada
(fosfatos y fésforo total), mediana (nitritos y conductividad) y baja (oxigeno
disuelto) influencia sobre procesos de eutrofizacién en sistemas acuaticos.

El fésforo, especialmente en forma de ortofosfatos que alcanza los sistemas
acuaticos se origina, principalmente, a través de la erosion organica. Es decir,
gracias al arrastre de este tipo de compuestos desde los terrenos asociados al
humedal hacia el mismo ya sea por escorrentia u otros fendbmenos. La cantidad
gue entra en el sistema esta altamente influenciada por fenbmenos antrépicos
tales como la ganaderia y otras actividades agricolas, por la liberacion de materia
organica y el uso de fertilizantes, respectivamente.

Se sugiere que, a menudo, el nutriente limitante en los procesos de eutrofizacion
de aguas continentales es el fosforo (Elser et al.,, 2007). Por esta razén, la
presencia de este elemento en concentraciones considerablemente mayores que
el valor de referencia para un sistema de equilibrio tréfico (0.025 ppm-P03"),
sugiere un proceso avanzado de acumulacién del mismo.
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En el sistema bajo estudio se observaron elevados niveles de nitrito. Estos tienen
su origen, principalmente, en la erosion y descargas de origen organico, de la
misma forma, se ve incrementado por el uso de fertilizantes en las zonas
asociadas.

El nitrito es una especie intermedia que precede al amonio en la oxidacién del
nitrégeno atmosférico u organico hasta el nitrato. En este caso particular, atrae la
atencion el hecho de que se presente nitrito en elevadas concentraciones al
tiempo que los nitratos permanecen indetectables.

Es posible que se esté presentando escenario en el que el nitrato se consume a
un ritmo mayor por parte de los productores primarios respecto a la conversion de
nitrito en nitrato por parte de las bacterias nitrificantes, especialmente si se tiene
en consideracion que el pH, la temperatura y el oxigeno disuelto estan por debajo
de los niveles O6ptimos para que éste proceso se lleve a cabo. Adicionalmente, se
ha encontrado que elevadas concentraciones de amonio pueden inhibir las
bacterias encargadas de la conversion de nitrito en nitrato (Balmelle, Nguyen,
Capdeville, Cornier, & Deguin, 1992). Si bien la concentracion de amonio no fue
medida, los niveles de nitrdgeno total sugieren que el primero también se
encuentra presente en cantidades importantes.

Por otro lado, la determinacion de coliformes se llevé a cabo con un volumen de
muestra sembrado de 5 mL, encontrando que las unidades formadoras de colonia,
tanto de E. coli (coliformes fecales) como de otras coliformes, estdn presentes en
cantidad superior a la que puede ser contada sobre la membrana de filtracion.
Esta concentracion del organismo indicador respalda la posibilidad de que el
humedal se esté enfrentando a importantes descargas organicas de origen fecal.
Adicionalmente, durante los conteos en camara Utermohl se pudo apreciar la
presencia de huevos de Taenia spp y otros especimenes que, en funcién de
morfologia, bien podrian provenir de uncinarias o tratarse de huevos de Ascaris
spp decorticados (ver figura 3-B).

Como se mencioné anteriormente, la formaciéon de florecimientos algales esta
estrechamente relacionada con condiciones de eutrofia. En este caso, resulta
conveniente mantener una vigilancia atenta de las condiciones del humedal ya
que, por su estado tréfico, podria constituirse en un escenario para la eventual
formacion de un florecimiento algal toxico, dada la presencia de Anabaena sp,
organismo que ha sido identificado en este tipo de eventos (Li, Dreher, & Li, 2016;
Sotero-Santos, Carvalho, Dellamano-Oliveira, & Rocha, 2008).
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6.3 Oportunidades biotecnolégicas a partir de las algas verdes vy
cianobacterias encontradas en el humedal

En atencion al tercer objetivo especifico identificaron oportunidades de aplicacion
biotecnolégica en los géneros encontrados en el humedal. Estas se relnen a
continuacion en la tabla 9.

Tabla 9 Relacion de géneros presentes en el humedal Lago de las Garzas y oportunidades
biotecnolégicas reportadas en la literatura.

Oportunidad

Biotecnoldgica Género(s) Referencias
L . . (Laird, Steele, & Ladner, 2013;
Obtencién de audgs Desmodesmus, Vijayaraghavan & Hemanathan,
grasos para produccion de Staurodesmus, 4 :
. . . 2009; Zhang, Zhao, Cui, Wang, &
biocombustibles Staurastrum y Mougeotia :
Liu, 2016)
Produccion de Biomasa
con proporcion importante Desmodesmus (Priyadarshani & Rath, 2012)
de proteina
Aislamiento de (Bagchi, Sondhia, Agrawal, &
compuestos Anabena Banerjee, 2016; El-Aty, Mohamed, &
biolégicamente activos Samhan, 2014)

Obtencién de pigmentos (Soares, Marques Juanior, Lopes,

de alto valor agregado Desmodesmus Derner, & Antoniosi Filho, 2016)
Remocidn de nutrientes y/o Desmodesmus y (Xin, Hong-ying, & Jia, 2010; Xin,
metales pesados Golenkinia Hong-ying, Ke, & Jia, 2010)

El aislamiento de moléculas biolégicamente activas es un campo de investigacion
que continda funcional y en crecimiento, representando un gran interés para la
academia y la industria, especialmente en campos como la resistencia microbiana
(Brown & Wright, 2016). No obstante, esta es apenas una etapa, incipiente si se
guiere, en un proceso con un costo elevado y de largo aliento (Avorn, 2015). Por lo
anterior, en ausencia de colaboraciones con la industria farmacéutica
multinacional para el momento de elaboracion de este trabajo, se trata de una
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oportunidad con alto potencial dada la diversidad y poca investigacion realizada
hasta el momento en el humedal Lago de las Garzas, pero que sin embargo no
cuenta con las condiciones en el futuro inmediato.

La luteina y la zeaxantina son pigmentos pertenecientes a la familia de las
xantofilas con cada vez mayor aceptacion y evidencia acerca de sus beneficios
para la salud, especialmente sobre el bienestar de la vision humana (Abdel-Aal,
Akhtar, Zaheer, & Ali, 2013; Krinsky, Landrum, & Bone, 2003). Algunas
Chlorophytas como Desmodesmus han sido identificadas como fuente importante
de ambos pigmentos con rendimientos considerables (Granado-Lorencio et al.,
2009; Sanchez, Fernandez-Sevilla, et al., 2008; Sanchez, Fernandez, et al., 2008).

Uno de los productos con mayor popularidad en los Gltimos afios que se pueden
obtener a partir de algas son los &cidos grasos para la produccién de biosiesel
(Ames, Rubin, & Knight, 2016). Dicha popularidad motivada por las ventajas frente
a los combustibles fésiles: se trata de una fuente renovable, las emisiones son
recapturadas por la fijacion de carbono que alcanza el 88.8% (de Morais & Costa,
2007), no compiten por suelos cultivables (Castiblanco, Etter, & Aide, 2013) y se
pueden disponer de manera vertical.

Ante esta revision de oportunidades biotecnolégicas, la posibilidad de obtener
productos de valor agregado es evidente. No obstante, si la produccién de
biomasa se maneja de manera tradicional, es decir, a través del cultivo en medios
liquidos producidos a partir de soluciones de micro- y macronutrientes se estaria
contribuyendo, de cualquier manera, al mismo fenébmeno que esta afectando, al
igual que al humedal Lago de las Garzas, a un nimero importante de sistemas
acuaticos en todo el territorio (Rodriguez Garzén, 2012; Vasquez, Ariza, & Pinilla,
2006).

¢Son, en este orden de ideas, inherentes a la produccién de biomasa los eventos
que contribuyen a los fenomenos de eutrofizacion? Por fortuna la respuesta es no
0, por lo menos, no necesariamente. Surge una posibilidad de gran interés:
acoplar la producciéon de biomasa para la obtencién de productos con valor
agregado y la remocién de nutrientes. Es decir, llevar a cabo la produccién de
biomasa empleando agua del humedal y cepas aisladas del mismo. Experimentos
a diferentes escalas muestran la capacidad de Desmodesmus para remover
nutrientes, tanto fésforo como nitrégeno, en mas de un 90% (Gao et al., 2016;
Travaini-Lima, Milstein, & Sipauba-Tavares, 2016; Wang, Li, Bai, Lang, & Hu,
2016).

Por lo anterior, el género con mayor opcion para plantear un desarrollo
biotecnolégico es Desmodesmus pudiéndose llegar a adaptar un sistema de
tratamiendo de agua del humedal a la produccién de biomasa del mismo (Gao et
al., 2016) con la finalidad de obtener productos de valor agregado.
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7. CONCLUSIONES

El plan de muestreo piloto planteado fue ejecutado cubriendo el periodo octubre —
diciembre del afio 2016. Los resultados en términos de similitud de las muestras
establecen que, en adelante, los muestreos pueden estar constituidos por so6lo dos
muestras situadas en las zonas cercanas a la entrada de agua del humedal y el
islote donde se concentran las garzas.

Se llevd a cabo la caracterizacion de la comunidad planctonica de algas verdes en
el periodo octubre a diciembre de 2016, esta estuvo compuesta principalmente por
organismos de los 6rdenes Desmidiales (Staurastrum, Staurodesmus, Xanthidium,
Cosmarium y Closterium) y Sphaeropleales (Coenocystis, Golenkinia, Pediastrum
y Microspora). En menor medida se encontraron organismos de los o6rdenes
Zygnematales (Mougeotia) y Chlamydomonadales (Volvox). En cuanto a
abundancia, el género Golenkinia fue el mas representativo en numero de
individuos, seguido por Desmodesmus. No obstante, en funcion de su biovolumen
celular Desmodesmus presenta mayor abundancia. En cuanto a la comunidad de
cianobacterias, se identific6 el género Anabaena perteneciente al orden
Nostocales.

Desmodesmus, Golenkinia, Staurastrum, Coenocystis, Pediastrum y Mougeotia,
géneros reportados en el presente trabajo, son reconocidos indicadores de
eutrofia. Observacion que se confirma por niveles elevados de fosforo y nitrdgeno
determinados en el presente trabajo. Adicionalmente, Closterium, un género
indicador de sistemas meso- y oligotréficos, se encontré Unicamente en las zonas
cercas a la entrada de agua del humedal y en baja abundancia.

Se llevé a cabo una revisién bibliografica con el objetivo de establecer potenciales
aplicaciones biotecnolégicas a partir de las algas identificadas en el presente
trabajo. A partir de esta informacion, se plantea la posibilidad de usar agua del
humedal como medio de cultivo para Desmodesmus, permitiendo acoplar la
produccion de biomasa con la remocion de nutrientes del sistema.
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8. RECOMENDACIONES

Los muestreos estuvieron restringidos al dltimo trimestre del afio 2016, por lo cual
se recomienda incluir muestreos en otros momentos del afio que tomen en cuenta
periodos climaticos contrastantes. Adicionalmente, se sugiere el uso de técnicas
complementarias que permitan detectar la posible presencia de otros géneros,
especialmente de cianobacterias. De cualquier forma, ampliar la posibilidad de
identificar y, en la medida de lo posible, cuantificar organismos nano- y
fitoplanctonicos es recomendable.

Dado que diferentes condiciones de humedal indican que este puede estar
sufriendo descargas importantes de materia organica, resulta conveniente llevar a
cabo un seguimiento temporal de variables fisicoquimicas en la entrada visible de
agua del humedal a fin de determinar si esta es la via de ingreso de estos
materiales al sistema.
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9. PROTOCOLOS ANEXOS

9.1 Protocolo anexo I: Fijacion y preservacion de muestras.

Para fijar y preservar las muestras se us6 solucion acida de lugol a una
concentracion final de 2.5% y formaldehido neutralizado 2.0%. La cantidad de
formaldehido neutralizado a afiadir dependera de la concentracion a la que éste se
encuentre:

v 002V
FA ™ 0.98C

Donde, Vi, representa el volumen de solucion formaldehido de concentracion
volumen-volumen C a agregar a una muestra de volumen V,

9.1.1 Preparacion de la solucion acida de Lugol
Materiales:

- Yoduro de potasio (100 g)

-Yodo molecular (50 g)

-Acido acético glacial (100 g)

-Agua tipo | (1000 mL)

Procedimiento:

1. Disponer en un recipiente limpio 1000 mL de agua tipo Il y agregar 100 g de
yoduro de potasio, mantener en agitacién constante hasta que se disuelva
completamente.

2. Afadir a la mezcla anterior 50 g de cristales de yodo molecular, agitar hasta
disolucién completa.

3. Agregar 105 mL de acido acético glacial a la mezcla acuosa de yodo y

yoduro de potasio.

Filtrar para eliminar cualquier precipitado presente en la solucion.

Esta solucion es sensible a la luz, debe almacenarse en oscuridad y frascos

ambar herméticos refrigerados, preferentemente.

6. Se empled 1 mL de ésta solucién por cada 39 mL de muestra fresca.

o s
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9.2 Protocolo anexo Il: Documentacion.

Para recolectar la informacioén concerniente a cada muestra se empled una tabla
como la que se describe a continuacion:

Sitio de muestreo: Localizacion predeterminada:
P1 3°19'55.63"N, 76°32'11.78"0

Fecha: (##-MMM-AA) Localizacion real:

Hora:

Codigo: Mes-Consecutivo(##)-Réplica #

Caracteristicas fisicoquimicas y microbioldgicas

Parametros a medir in situ

Parametro Valor
Oxigeno disuelto
Temperatura
pH
Conductividad
Solidos totales disueltos
Profundidad de disco Secchi

Parametros a medir ex situ

Ortofosfatos

Fosforo total

Nitritos

Nitratos

Nitrogeno total

Clorofila a

Recuento coliformes fecales
Recuento coliformes totales

Esquema 3. Tabla de documentacion a emplear en cada muestra.
9.3 Protocolo anexo llI: Estandarizacion del volumen y concentracion de muestra.

Entiéndase por volumen de muestra la cantidad que sera cargada en la columna
de la camara Utermohl para efectos de conteo e identificacion. Esta debe
presentar un balance entre representatividad y densidad de organismos por
unidad de volumen que permita un conteo eficiente, es decir: no muy bajo que
requiera de demasiados campos para alcanzar el nivel de precisién deseado ni tan
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alto que la excesiva cantidad de organismos por cuadricula no permita un conteo
claro.

9.3.1 Construccién de una curva diversidad vs. Volumen de muestra.

1. Evaluar muestras de diversos volumenes (10, 50, 100, 400, 600 mL, p. eQ).
Dado que de corriente no se cuenta con columnas de tantas y tan diversas
capacidades, una muestra equivalente a una de 500 mL puede evaluarse en una
columna de 100 mL concentrando generando por filtracidon una muestra 100 mL
gue realmente contenga el filtrado correspondiente a 500 mL de muestra.

2. Determinar, por triplicado, el nimero de géneros presentes en cada una a
través de una inspeccion convencional en microscopio 6ptico.

3. Graficar diversidad contra volumen de muestra, deberia observarse una

asintota paralela al eje x a través de la cual se extrapolaria el valor de volumen al
cual la diversidad no aumenta.
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