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Resumen
Mediante la evaluacion de variables estructurales y funcionales de las biopeliculas se realizé una

descripcion de su estado y se abordd el problema del incremento en la disponibilidad de
nutrientes en un rio andino de alta montana; al dirigir la mirada sobre la participacion de la
microbiota bentoénica en los flujos de materia y energia en los sistemas loticos inicid la
generacion de conocimiento sobre el tema en Colombia. Con el objetivo de evaluar la comunidad
creciendo sobre sustratos artificiales (cerdmicas) y sedimentos en escala temporal y espacial en
cuatro tramos en el rio Tota se realizo la determinacion de biomasa bacteriana de las biopeliculas
mediante el recuento directo por epifluorescencia con DAPI y un factor de conversion, y la
actividad de enzimas extracelulares mediante sustratos analogos fluorogénicos. La biomasa
bacteriana presentd en las biopeliculas epipsamicas valores entre 0.1y 13.9 mg C m™ (4.9 x 10°
y 6.9 x 10° células m™) y en las biopeliculas epiliticas entre 0.45 y 63.6 mg C m™ (2.6 x 10" y 3.7
x 10° células m?). Las enzimas para las cuales se registro la mayor actividad fueron B-
Glucosidasa, Fosfatasa y Celobiohidrolasa, los valores mds bajos se registraron para
Aminopeptidasa. El contexto en el que los datos obtenidos fueron analizados incluye informacién
sobre la biomasa algal, productividad primaria neta, hidrologia y condiciones fisico-quimicas del
agua. Este trabajo también incluy6 una aproximacion experimental que interpretd, en un contexto
natural, el efecto que tiene el aumento de la carga de nutrientes sobre el desarrollo de la

comunidad microbiana en las biopeliculas epiliticas.



Abstract

By means of the evaluation of structural and functional topics there was made a description of
biofilms situation and was assumed the problem of nutrients availability increase in a high
mountain Andean river; in Colombia has begun the knowledge generation about the benthic
microbial biota participation in the fluxes of matter and energy at the lotic systems. To reach the
objective: “to evaluate the community that grows over artificial substrate (clay tiles) and
sediments, in the spatial and temporal scale at four strips on the Tota river”, there were made
both, the determination of bacterial biomass of the biofilms by means of epifluorescence direct
count with DAPI and a conversion factor; and the determination of extracellular enzyme activity
by fluorogenic analog substrates use. The bacterial biomass of the epipsammic biofilms showed
values between 0.1 and 13.9 mg C m™ (4.9 x 10° y 6.9 x 10° células m™), while in the epilytic
biofilms between 0.45 and 63.6 mg C m™ (2.6 x 10" y 3.7 x 10’ células m™). The enzymes for
wich there was the highest activity values were B-Glucosidase, Phosphatase and
Cellobiohydrolase, the lower values were scored for the Aminopeptidase. The analysis context of
the gotten data include the information of the algal biomass, primary net productivity, hydrology
and physico chemical conditions of the water. This work include an experimental approach too
that interpret, in a natural context, the effect that nutrient increase has over the microbial

community development of the epilytic biofilms.



Introduccion

Los ecosistemas andinos se encuentran entre los ambientes mas diversos del mundo y a la vez
entre los méas amenazados, no obstante hay poca informacion disponible en relacion al impacto
que generan los procesos de transformacion del paisaje. En dichos ecosistemas los rios reflejan
fielmente lo que sucede en el conjunto del territorio, ademds su importancia en el altiplano
cundiboyacence incluye la dependencia de las comunidades para realizar actividades productivas
en busca de una mejor calidad de vida (Etter & Villa, 2000; Ramirez, 2006).

En los rios, los microorganismos son un componente bidtico importante, especialmente
los que se encuentran asociados a superficies sumergidas formando biopeliculas ya que dominan
la reactividad de la interfase con el agua y al participar como protagonistas en los procesos de
depuracion, retencion y liberacion de compuestos son tema de interés para la ecologia microbiana
acuatica (Hall-Stoodley et al., 2004; Handelsman, 2004). No obstante, en Colombia los estudios
de ecologia microbiana son escasos por lo que resulta apremiante aportar informacion sobre la
microbiota presente en sus rios. Ademds de aportar informacion, el conocimiento adquirido a
partir de las biopeliculas contribuird al planteamiento de metodologias adecuadas para los
sistemas andinos y podria ser proyectado con aplicaciones en modelacion, bioremediacion y
bioprospeccion (Wirtz, 2003; Schmidt er al., 2003; Wackett et al., 2004; Sanchez & Torres-
Alvarado, 2005).

Actualmente las comunidades microbianas deben sobrellevar los disturbios de origen
antropico ademas de los disturbios naturales. En los sistemas andinos de Colombia la agricultura,
la deforestacion y el desarrollo urbano son actividades que tienden a incrementar la cantidad de
nutrientes en los ecosistemas acudticos; debido a que frecuentemente las comunidades acuéticas
crecen bajo condiciones limitantes, los cambios en la disponibilidad de nutrientes pueden afectar
la via de aprovechamiento de las fuentes de energia (Sabater et al., 2005; Olapade & Left, 2005).
Por lo tanto, esta evaluacion de la comunidad microbiana que crece en biopeliculas en un rio
andino de alta montafia, aporta informacion clave y criterios para la valoracion funcional de un
ecosistema l6tico colombiano.

Con el objetivo de evaluar la comunidad creciendo sobre sustratos artificiales y

sedimentos en escala temporal y espacial sobre cuatro tramos en el rio Tota se realizd una
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caracterizacion que incluyd la determinacion de la biomasa bacteriana de la biopelicula
establecida y la actividad de enzimas extracelulares (B-Glucosidasa, Aminopeptidasa, Fosfatasa y
Celobiohidrolasa); adicionalmente se cont6 con informacion sobre la biomasa algal, la
productividad primaria neta, la hidrologia y condiciones fisico-quimicas del agua. Este trabajo
también incluy6 una aproximacién experimental que interpretd, en un contexto natural el efecto
que tiene el aumento de la carga de nutrientes sobre la comunidad de microorganismos creciendo
en la interfase entre las superficies sumergidas y el agua; mediante el experimento en campo
amparado en la hipotesis de que el enriquecimiento con nutrientes (nitrogeno y fosforo) se veria
reflejada en la biomasa y la actividad de las enzimas evaluadas.

La problematica planteada compete al proyecto internacional “Cambios globales en
sistemas fluviales: efectos sobre la biodiversidad, la red tréfica y el funcionamiento del sistema”
abreviado GLOBRIO' (Fundacion BBVA — Colciencias — Universidad Nacional) y su objetivo
general de “determinar el efecto causado por la mayor presencia de nutrientes en sistemas
fluviales de cabecera sometidos a un descenso de la escorrentia, en una variedad de biomas”
enmarca el presente trabajo. Para la realizacion se recibid apoyo académico, logistico y

metodoldgico del Laboratorio de Microbiologia de la Universidad Jorge Tadeo Lozano.

! Contacto: Sergi Sabater, Departamento de Ecologia, Facultad de Biologia, Universidad de
Barcelona, Avgda, Diagonal 645, 08028 Barcelona, Espaia. ssabater@porthos.bio.ub.es



Marco Teorico

(Por qué es importante estudiar los rios andinos?

Los ecosistemas de los Andes contribuyen significativamente a la diversidad biologica tanto
localmente, en Colombia, como globalmente gracias a los altos niveles de endemismo que se
encuentran; son ambientes invaluables al regular la hidrologia y favorecer la conservacion del
suelo, no obstante también sufren la acelerada destruccion a que estan sentenciados los habitats
naturales (Etter & Villa, 2000). En el pais permanece intacto el 25% del bosque tropical de
montafia constituyendo una de las prioridades de conservacion global; es considerado uno de los
ultimos ecosistemas conocidos que ain persiste en los tropicos y mientras recorren su cauce en
estos ecosistemas, los rios se convierten en delicados indicadores de lo que sucede en la cuenca
de drenaje al transportar informacion sobre su situacion ambiental. Igualmente, son de vital
importancia para las actividades econdmicas de las sociedades que de ellos dependen por lo cual
es inevitable que las consecuencias de la presion humana sean evidentes, especialmente en las
zonas rurales y periurbanas que requieren el agua para sus actividades productivas (Armenteras et
al., 2003; Ramirez, 2006).

Los rios son elementos dindmicos del paisaje, sin embargo a nivel mundial se reconoce que
el calentamiento global ha producido alteraciones en los sistemas fluviales; en algunos casos el
incremento en la estabilidad hidrolégica es consecuencia de los cambios en la regularidad de las
precipitaciones; la menor frecuencia con que ocurren las variaciones de flujo hace que disminuya
la capacidad de dilucion de vertidos y que tienda a aumentar la concentracion de los nutrientes;
ademas, el uso del suelo acenttia el efecto en el &mbito local. Segiin Sabater (2006) esta situacion
conduciria a una disminucién de la diversidad y la conectividad bioldgica. Surge entonces la
necesidad de evaluar el efecto que la situacion planteada (estabilidad hidrolégica y uso del suelo)
generaria sobre la comunidad microbiana acudtica. La realizacion de este trabajo ademas
enriquecera los criterios utilizados en la valoracion del estado y la dindmica de uno de los

escenarios en que se manifiesta la vida, el Tota, un ecosistema l6tico de los Andes colombianos.



El rio Tota

Se encuentra en la cordillera oriental y atraviesa la planicie de Sogamoso-Duitama-Iza en el
departamento de Boyacd, su recorrido termina en el rio Pesca mientras surca un paisaje con
alturas que van desde los 3000 hasta los 2400 m.s.n.m. y pertenece al piso térmico frio; si bien
los suelos son adecuados para el cultivo de maiz, papa, trigo, legumbres y arbustos frutales la
mayor parte ha sido utilizada para el cultivo de pastos para ganaderia (Ulloa et al., 2001). Los
tramos para el estudio fueron seleccionados en base a la intensidad del uso del suelo y en la
conservacion de la estructura natural del cauce.

El tramo “A” se considerd el menos intervenido, estuvo ubicado en el municipio de Tota,
presentd una pendiente de 2.83° que representd una diferencia de altura entre el punto inicial y el
punto final de 247 cm para un tramo de 50 m (Figura 1), se registr6 una estructura del cauce con
rocas grandes en proporcion cercana al 100% con respecto a los sedimentos (Anexo 3),
numerosos remolinos y caidas de agua, troncos, hojarasca y poca penetracion de luz debida al
dosel perteneciente al bien desarrollado bosque de galeria encontrado sobre sus orillas. Los
tramos “B-Control” y “C-Impacto” ubicados en el municipio de Cuitiva, se consideraron con
intervencion media (Figuras 2 y 3), con algunos arboles en sus orillas, mayor penetracion de luz
solar, mayor influencia de la actividad ganadera, un cauce menos accidentado en el cual las rocas
representaron cerca del 80% con respecto a los sedimentos y los dos tramos con pendientes
similares. Finalmente el tramo “D” ubicado después de que el rio pasa por el municipio de Iza

presenta el cauce con menor cobertura y mayor alteracion e influencia antrépica (Figura 4).
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Figura 1. Perfil batimétrico y desnivel del tramo “A”. Las curvas de nivel se encuentran
en cm. La figura del medio muestra la proporcion largo-ancho del tramo. Datos: Proyecto
GLOBRIO; perfil realizado para el presente trabajo
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Figura 2. Perfil batimétrico y desnivel del tramo “B-Control”. Las curvas de nivel se
encuentran en cm. La figura del medio muestra la proporcion largo-ancho del tramo.
Datos: Proyecto GLOBRIO; perfil realizado para el presente trabajo
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Figura 3. Perfil batimétrico y desnivel del tramo “C-Impacto”. Las curvas de nivel se

encuentran en cm. La figura del medio muestra la proporcion largo-ancho del tramo.
Datos: Proyecto GLOBRIO; perfil realizado para el presente trabajo
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Figura 4. Perfil batimétrico y desnivel del tramo “D”. Las curvas de nivel se encuentran
en cm. La figura del medio muestra la proporcion largo-ancho del tramo. Datos: Proyecto
GLOBRIO; perfil realizado para el presente trabajo
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Los microorganismos en el rio

Como ocurre en cada ambiente que han conquistado, las comunidades bacterianas juegan un
papel importante en los ciclos de los nutrientes, y en los rios especialmente las que se encuentran
en agregados microbianos bentonicos formando las biopeliculas o biofilms (Romani et al.,
2004(b)). Estas asociaciones pueden discriminarse de acuerdo al sustrato sobre el que crecen,
siendo el epiliton la comunidad que cubre las piedras presentes en ambientes acuaticos; mientras
que las bacterias que crecen adheridas a las particulas de los sedimentos (arena) hacen parte de la
comunidad conocida como epipsamon (Campbell, 1987; Sanchez & Torres-Alvarado, 2005).

Los biofilms constituyen un ensamble mixto compuesto por bacterias, hongos, protozoos y
algas juntos en una matriz polimérica extracelular (Campbell, 1987; Romani & Sabater, 2001;
Stoodley et al., 2002; Hall-Stoodley et al., 2004). La configuracioén en esta comunidad mixta de
autdtrofos y heterotrofos les confiere algunos beneficios, por ejemplo amortigua los cambios en
la disponibilidad de materia orgénica y favorece la ruta heterotrofica ya que ademas de las
reservas contenidas en cada célula o en la matriz que las contiene, los autdtrofos ofrecen una
fuente importante de energia a través de sus exudados; no obstante, la materia organica
disponible en el rio puede ser una fuente importante de energia; la singularidad de esta relacion
sugiere que la disponibilidad de materia organica coloidal y/o disuelta para los microorganismos
heterotrofos tiene un efecto sobre la estructura del biofilm y determina la suerte de las
comunidades microbianas (Lock & Ford 1985; Freeman & Lock, 1995; Romani et al., 2004(a);
Watnick & Kolter, 2000). De esta manera las condiciones ambientales regulan el desempefio de
las biopeliculas y favorecen procesos de adaptacion y sucesion que resultan en la seleccion de
grupos con propiedades metabdlicas particulares (Sabater et al., 2005; Olapade & Leff, 2005).

En los rios las comunidades bentonicas microbianas han sido obligadas a optimizar los
mecanismos para incorporar nutrientes como el carbono, el nitrogeno y el foésforo mientras
minimizan los efectos de los tdxicos ya que estan expuestas a una corriente continua de
sustancias benéficas (nutrientes) y dafiinas (metales pesados y otros xenobioticos); mientras las
bacterias cumplen su papel en el reciclaje de los nutrientes sobresalen entre los microorganismos

incluidos en la matriz al ser un eslabon clave y participar en muchos aspectos de la quimica y
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biologia de los ecosistemas 16ticos, por ejemplo potenciando la capacidad autodepuradora del
sistema mediante la degradacion de contaminantes (Liinsdorf ez al. 1997, Fischer & Pusch 1999).

Algunas propiedades de las biopeliculas se atribuyen a la diferencia entre los
microorganismos que las constituyen y los que transitan en el agua del rio; las bacterias asociadas
a superficies sumergidas son 100 veces mas activas y llegan a contribuir con el 90% de la
actividad heterotréfica bacteriana cuando crecen en biopeliculas; su densidad puede variar entre
10° y 10° células cm™, representar entre el 3 y el 10% de la biomasa microbiana bentonica y no
obstante, aportar hasta el 53% de la produccion total en algunos casos dependiendo de las
condiciones ambientales (Edwards & Meyer 1986; Iriberri et al., 1990). Otras propiedades de las
biopeliculas dependen de la estructura y composicion de la matriz del biofilm que genera
condiciones ambientales particulares al funcionar como proteccion y reserva de energia y
nutrientes (Burton et al., 1982; O’Sullivan et al. 2002; Romani & Sabater 2001).

Al estudiar la estructura del biofilm en relacion con el medio ambiente fluido que lo rodea
se han logrado identificar las variables que afectan el crecimiento bacteriano, resaltando por su
importancia la temperatura y la concentracion de carbono orgénico total; las variaciones a que se
enfrentan los microorganismos determinan ciclos productivos de diferente intensidad en los que
se alterna la importancia de grupos metabolicos particulares y de comunidades aldctonas o
autdctonas (Romani & Sabater, 2001). Las caracteristicas estructurales de las biopeliculas
dependen de las condiciones ambientales del sistema y de las relaciones que se establecen entre
los microorganismos; se ha registrado que cuando crecen sobre rocas las comunidades mas
expuestas a la luz solar se benefician por la presencia de microorganismos fotdtrofos
encontrandose relaciones C:N bajas y mayor complejidad en términos de cantidad de algas,
bacterias, nitrégeno y carbono, constituyendo un importante sumidero de carbono orgéanico
disuelto. Mientras que, sobre arena, la proporcion C:N es alta y las biopeliculas son poco
complejas pero tienen mayor capacidad para degradar polisacaridos y fosforo organico como
consecuencia de la acumulacion de materia orgéanica, la deficiencia de luz y la limitacion por

nutrientes (Romani et al. 2004(a); Olapade & Left, 2005)
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Utilizacion de la materia organica.

El aprovechamiento de la materia organica depende de las caracteristicas de los sustratos en los
cuales se desarrollan las biopeliculas y de la respuesta metabdlica, mediada en alto grado por la
actividad de las enzimas extracelulares, ante cambios en la cantidad y calidad de la materia
organica disponible (Romani & Sabater, 2001). Las enzimas que participan en las reacciones
bioquimicas que ocurren fuera de las células han sido denominadas ectoenzimas o enzimas
extracelulares, la gran mayoria son hidrolasas; Chrost & Siuda (2002) utilizan el término
ectoenzima para referirse a las enzimas que atraviesan la membrana citoplasmatica y pueden o no
permanecer asociadas al microorganismo que las produce, las enzimas extracelulares que
permanecen disueltas en el agua y/o asociadas a superficies pueden ser secretadas activamente
por células intactas o ser producto de la lisis celular debida a la accion de los virus o la predacion.
Las enzimas extracelulares adheridas a la matriz polimérica y a la pared celular constituyen la
base de un complejo que permite aprovechar la materia organica transportada en las aguas del rio.
Este complejo también ataca los compuestos secuestrados en la matriz y cuando el aporte de
sustratos en las aguas disminuye los microorganismos adquieren cierto nivel de independencia
ante el suministro de materia organica (Lock & Ford, 1985).

La accién enzimadtica es una variable importante en la evaluacion del estado metabdlico de
la comunidad microbiana benténica ya que constituye el primer paso en la degradacion de la
materia organica y da continuidad al ciclo de los nutrientes; dicha actividad enzimatica depende
de la concentracion de sustratos, y por ejemplo en el sedimento donde los compuestos organicos
se acumulan en mayor cantidad que sobre las rocas, las actividades reportadas tienden a ser
mayores; también se ha reportado que la actividad en los biofilms es mayor cuando tienden a ser
mas importantes los autotrofos con respecto a los heterotrofos y que sin embargo las diferencias
entre actividades de biopeliculas con estructuras y régimen de corriente similares pueden ser
explicadas si se tiene en cuenta el papel regulador de la temperatura sobre la actividad de las
enzimas extracelulares. (Romani & Sabater, 2000; Romani & Sabater 2001).

En este contexto, las técnicas fluorométricas se han aplicado para medir la actividad
enzimdatica en muestras naturales desde hace mucho tiempo y gracias a que son rapidas y

sensibles se pueden implementar en diferentes formatos de acuerdo con los requerimientos de
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cada aplicacidn, se basan en la utilizacién de sustratos analogos que contienen una molécula
fluorescente artificial y una o méas moléculas naturales unidas mediante un enlace especifico, la
fluorescencia es observada una vez que la enzima ataca el enlace y libera el fluorocromo. Si la
concentracion del sustrato andlogo satura completamente la actividad de la enzima los valores
obtenidos corresponderdn a la actividad potencial, es decir a la capacidad maxima que tiene la
biopelicula para atacar un sustrato especifico; debido a que la hidrolisis del sustrato modelo
puede ser inhibida por competencia con diferentes compuestos naturales la saturacidon procura
que ningln otro compuesto sea mas disponible. Tampoco es deseable que ocurran cambios en la
comunidad microbiana durante la evaluaciéon por lo cual las determinaciones de actividad
enzimatica extracelular en muestras naturales se realizan con periodos cortos de incubacion
(Hoppe, 1993).

Los microorganismos estan en todas partes y transforman el espacio que los rodea mientras
existen realizando una labor que intentamos comprender. Mediante la evaluacion de variables
estructurales y funcionales de las biopeliculas, el presente trabajo aborda la evaluacion del estado
de las biopeliculas y el problema del incremento en la disponibilidad de nutrientes en un rio
andino de alta montafla como consecuencia de la actividad humana; al dirigir la mirada sobre la
participacion de la microbiota bentdnica en los flujos de materia y energia en los sistemas 16ticos

inicia la generacion de conocimiento sobre el tema en Colombia.
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Materiales y métodos
Descripcion del area
El rio Tota nace en la cordillera oriental en el departamento de Boyaca, desemboca en el rio
Pesca y es alimentado por una cuenca de drenaje de 340625 ha, a su vez forma parte de la cuenca
hidrografica del Magdalena. La region que atraviesa la planicie de Sogamoso-Duitama-Iza
(Figura 1). La region pertenece al piso térmico frio. La zona es apta para el cultivo de maiz, papa,
trigo, legumbres, arbustos frutales y pastos para ganaderia (Ulloa et al., 2001).

El clima de la region es sub-hiimedo con régimen de lluvias monomodal, presenta las
lluvias més frecuentes entre abril y noviembre, mientras que la época mas seca se establece entre
diciembre y febrero, la mayor precipitacion se traduce en caudales reportados de hasta 5.2 m’ s~
y velocidades de maximo 1.62 m s™'; la variacién hidrolégica afecta la temperatura, la
concentracion de oxigeno y la descomposicion de la materia orgdnica pero poco los valores de

nutrientes como fosfato, amonio y nitrato (Martinez & Donato, 2003).

Fase de Campo

Frecuencia y estaciones de muestreo

El muestreo se realizé sobre el recorrido que el rio realiza por los municipio de Tota, Cuitiva e
Iza, en una zona que en general, ha sido intervenida y acondicionada para la ganaderia. Se
definieron cuatro tramos del rio a lo largo de 50 m sobre su cauce para realizar los muestreos. El
tramo “A” ubicado en 05°32°0.10°'N, 73°1'28.24""W; aproximadamente a 6 Km del tramo “B -
Control” ubicado en 05°34°53.04"'N, 72°59°10.9”"W; el tramo “C - Impacto” ubicado en
05°35713.6"'N, 72°592.54""W; y finalmente el tramo “D” en 05° 35' 59.47" N, 72° 58' 54.67" W
(Figura 5).

El trabajo fue dividido en dos niveles de resolucion de acuerdo con la intensidad del
muestreo, inicialmente en una escala temporal amplia se reconocio el estado de las biopeliculas
epiliticas y epipsamicas en cuatro tramos (A, B, C y D) ubicados a lo largo del rio tomando
muestras cada 40 dias aproximadamente; para este muestreo se realizaron 6 salidas (mayo, junio,
agosto, octubre de 2007, abril y mayo de 2008) durante las cuales se colectaron en cada estacion

por triplicado muestras de biopeliculas tanto epiliticas como epipsdmicas. No obstante las
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biopeliculas son una comunidad que cambia en una escala temporal e incluso espacial mucho
menor, el trabajo se realizé asumiendo que la informacién obtenida resumiria la dindmica que
controla la estructura y actividad de la biopelicula. En el segundo nivel de resolucion (muestreo
intensivo) se evalud el efecto de la fertilizacién de un tramo del rio (Impacto) con respecto a un
tramo sin alterar (Control) separados 600 m, muestreando cada 12 horas durante 3 dias. Los

tramos B y C corresponden a los tramos Control e Impacto respectivamente (Figura 5).

Experimento de fertilizacion

En abril de 2008 se inicid el experimento de fertilizacion de un tramo del rio (Impacto), el cual
consistio en incrementar la cantidad de fosforo y nitrogeno en el sistema. Se procur6 al menos
triplicar la concentracion registrada en el andlisis de los nutrientes fosfato y amonio, agregando a
un tanque de 500 1 de capacidad la cantidad necesaria de fertilizante comercial teniendo en cuenta
la proporcion de estos nutrientes en la composicion del mismo, la velocidad del flujo de salida y
el caudal. La fertilizacion se hizo efectiva en tres puntos de goteo a lo largo del tramo. Durante la
salida de abril de 2008 se recolectaron muestras de biopeliculas epiliticas cada 12 horas hasta el
tercer dia, en las estaciones Control e Impacto, y posteriormente a los 15 dias. Con la informacion

obtenida se calcularon las tasas de crecimiento de la comunidad de procariotas y de algas.

Toma de muestras
Todas las muestras de biopeliculas se transportaron bajo cadena de refrigeracion en neveras con
hielo hasta el momento del andlisis en el laboratorio; el método de muestreo fue tomado y

modificado de Artigas et al. (2008) como se describe a continuacion.

Epiliton. Para la recoleccion de las biopeliculas epiliticas se dispuso de un sustrato artificial
colonizado durante un minimo de 4 semanas, excepto para el experimento de fertilizacion.
El sustrato artificial consistio en cuadrados de ceramica de aproximadamente 1 cm’
pegados con silicona a bloques de concreto sumergidos en cada uno de los tramos
seleccionados, en cada tramo fueron distribuidos cuatro bloques de concreto con 25
ceramica cada uno. Los cuadrados de ceramica se desprendieron y se colocaron en tubos de

centrifuga.
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Epipsamon. Las muestras de la biopelicula epipsdmica se tomaron con una jeringa de 1.54
cm de diametro, cortada en su extremo (1 cm® aproximadamente), se tomaron muestras de
tres lugares del cauce, parte central y las orillas del rio, en cada tramo a partir del sedimento

extraido con un corazonador (primeros 5 cm de profundidad).

S0gamoso

D

 |za

C - Impacto
B - Control

Rio Pesca Rio Tota

Figura 5. Ubicacion del rio Tota y de las estaciones de muestreo. Los puntos amarillos
representan las estaciones. Los puntos grises representan los municipios. El color verde
representa el area de la cuenca que ha sido activamente utilizada.
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Técnicas aplicadas

Conteo y biomasa de bacterias

Las muestras de las biopeliculas se fijaron en campo con solucion de formalina al 2% preparada
con agua del rio, la misma solucidn se utilizd como blanco, los valores de abundancia de este
blanco fueron restados de los valores de las muestras. Posteriormente en el laboratorio, las
muestras (epiliticas y epipsamicas) fueron sometidas a un bafio de ultrasonido con una frecuencia
de 28 kHz, durante maximo 2 minutos, tres veces. Durante la sonicacion la temperatura se
mantuvo controlada con hielo. En el caso de los sedimentos, al terminar la sonicacidén las
muestras se dejaron sedimentar 3 minutos para asi reducir la interferencia en la observacion por
particulas y detritus.

Para el conteo se utilizo la técnica de epifluorescencia con el fluorocromo DAPI (4-6-
diamidino-2-fenilindol). Se probaron distintas diluciones de la muestra para lograr alrededor de
30 células por campo. Se tifi6 con DAPI en una concentracion final de 2 pg ml™ durante 10
minutos. Las muestras tefiidas se filtraron sobre filtros de policarbonato negros de 0.2 pm de
didmetro de poro a baja presion de vacio (180 mm Hg), posteriormente cada filtro se colocd entre
lamina y laminilla con aceite de inmersion de baja fluorescencia. La tincion con DAPI permitio
diferenciar las bacterias de color azul claro sobre el fondo negro del filtro utilizando un
microscopio para epifluorescencia marca Olympus BMax 60 y filtros UV-2A (Excitacién 330-
380 nm, DM 400 nm, BA 420 nm) a 1000 aumentos (Canosa & Pinilla, 2001). Se contaron 20
campos de cada filtro para lograr un total de 400-600 bacterias. Los conteos de las bacterias se
realizaron en el laboratorio de Microbiologia Acudtica de la Universidad Jorge Tadeo Lozano.
Para el célculo de densidad de bacterias cm™ se utilizd la formula: N*F*I/V ; en donde N:
cantidad de células por campo; F: factor que determina el nimero de campos por filtro; I: es el
inverso de la dilucion utilizada y V: volumen de muestra filtrado/volumen de muestra fijada. Para
calcular la biomasa se aplic6 un factor segin el modelo de biomasa constante asumiendo que
cada célula contenia 20 fg C, no obstante, implica relativamente mayor peso seco en las células
pequeiias que en las mas grandes, se utiliz6 dada la aparente homogeneidad en la distribucion de

tamanos observada en todas las muestras (Lee & Fuhrman, 1987; Norland, 1993).
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Medidas de actividad de enzimas extracelulares

Para medir la actividad potencial de las cuatro enzimas objetivo que se muestran en la tabla 1 se
utilizaron sustratos enzimaticos artificiales en concentracion establecida de 0.3 mM debido a las
dificultades para determinar la concentracion de saturacion de la actividad enzimatica de cada
sustrato, tramo y enzima. Para generar la curva patrén del potencial de emision de fluorescencia
Vs. concentracion del fluorocromo (uM) se prepararon soluciones de 0 a 50 uM de 4-
Metilumbeliferil (MUF) y 7-amido-4-metilcumarina hidrocloruro (AMC). A los datos de la curva
obtenida se les aplicé una regresion polindomica de ajuste local “loess” (R Development Core
Team, 2008), después de evaluar el ajuste con tres modelos polindmicos y uno racional para las

posibles regresiones (Anexo 1).

Tabla 1. Enzimas objetivo de los sustratos artificiales utilizados para evaluar actividad de
enzimas extracelulares en las biopeliculas estudiadas.

Enzima Sustrato artificial Reaccion
3-D- glucosidasa MUF-8-D- Descomposicion de pequetios
(EC 3.2.1.21) glucopirandsido oligomeros con enlaces 3-D-glucosa
Leucina-aminopeptidasa . . L
(EC34.11.1) AMC-Leucina Descomposicion de péptidos
Fosfatasa MUF-fosfato Descomposicion de esteres de fosfato
(EC3.1.3.1yEC 3.1.3.2) p
Celobiohidrolasa . .,
(EC 3.2.1.91) MUF- celobiodsido Degradacion de celulosa

Después de descongelar las muestras a temperatura ambiente, se midid en
espectrofluorémetro (Perkin Elmer, Coleman 139 UV-VIS) la fluorescencia del sobrenadante. El
MUF a 455 nm de emision y el AMC a 445 nm de emision bajo excitacion con lampara de
mercurio. La cuantificacion de la concentracion de fluorocromo liberado se realizé sobre la curva
de calibracion de soluciones patron de MUF y AMC usando la regresion polindomica de ajuste
local generada para los patrones por el programa “R” (Anexo 1). Las lecturas de fluorescencia de
los controles se tuvieron en cuenta para corregir la posible hidrolisis no enzimatica del sustrato,

actividad enzimatica del agua y la presencia de compuestos fluorescentes en las muestras. La
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lectura de actividad enzimdtica se realizo en el Laboratorio de Quimica de la Pontificia
Universidad Javeriana.

Se analizaron las muestras para cada actividad teniendo en cuenta los controles de
fluorescencia. Se siguié el procedimiento sugerido por Mufioz & Romani (Proyecto GLOBRIO?)
que se describe brevemente a continuacion. Se agrego6 a cada muestra 150 pl del stock 10 mM de
sustrato enzimatico artificial para alcanzar la concentracion de 0.3 mM en un volumen de
reaccion final de 5 ml. Junto con las muestras tratadas para evaluar la actividad de cada enzima se
incubd un control con el mismo sustrato fluorogénico adicionado a las muestras. Al control de
sedimento y de cerdmica no se les agregd sustrato fluorogénico. Las muestras y controles se
incubaron durante 1 h en la oscuridad con agitacion constante y aproximadamente a 20 °C. La
incubacion se detuvo agregando 2.5 ml de tampon glicina 0.05 M, pH 10.4, las muestras fueron

congeladas a -20 °C hasta la lectura final de fluorescencia.

Variables ambientales y biologicas

Se conto con la informacion recolectada para el proyecto GLOBRIO. Las variables ambientales y
bioldgicas incluyeron temperatura, pH, potencial de oxido-reducciéon (redox), conductividad,
solidos disueltos totales y oxigeno disuelto, registradas mediante un equipo portatil multi-
pardmetro YSI modelo 5563-10 MPS, caudal con un anemdmetro multi-pardmetro MiniAir20
marca Schiltknecht Messtechnik AG, y nutrientes aplicando métodos estandar. Adicionalmente
se us6 en el andlisis de los resultados la informacion bioldgica correspondiente al indice de
diversidad pigmentaria de Margalef y cantidad de clorofila a siguiendo la metodologia de
extraccion con acetona (American Public Health Association (APHA), American Water Works
Association (AWWA) & Water Pollution Control Federation (WPCF), 2005), y productividad
primaria neta (PPN) del perifiton siguiendo el método cerrado (Guasch et al.,1995). Todas estas
determinaciones se realizaron al menos con triplicados y en el mismo momento de tomar las

muestras microbioldgicas.

* Contacto: Sergi Sabater, Departamento de Ecologia, Facultad de Biologia, Universidad de
Barcelona, Avgda, Diagonal 645, 08028 Barcelona, Espaia. ssabater@porthos.bio.ub.es

23



Analisis de los datos
Para su andlisis las variables se organizaron en dos grupos denominados de variables

independientes y de variables dependientes, como se muestra en la tabla 2.

Tabla 2. Denominacion de las variables evaluadas

) ) Biomasa procariota
Variables dependientes o o
Actividad enzimatica extracelular

Caudal
Temperatura

pH

Potencial Redox

Conductividad
Variables

) X So6lidos disueltos totales
independientes

Oxigeno disuelto

Clorofila a

Indice de diversidad pigmentaria
PPN

Nutrientes

Se aplicaron factores de conversion para expresar los datos bioldgicos en términos de
cantidad de carbono o fosforo (Tabla 3). Para determinar si las diferencias encontradas fueron
significativas se aplico un andlisis de varianza (ANOVA) en la valoraciéon de actividad
enzimatica y biomasa entre tramos, sustratos y meses. Se realizaron las transformaciones
necesarias para cumplir en lo posible los supuestos para el analisis; los datos de biomasa
procariota se transformaron aplicando raiz cuadrada, los de biomasa algal aplicando logaritmo
natural. A continuacion se evaluaron los efectos de los modelos con y sin interaccion entre los
factores (Mes, Sustrato y Estacion).

Las relaciones entre actividad de enzimas extracelulares, biomasa procariota, biomasa
fotoautdtrofa, nutrientes (NH,", PO,”), y caudal se exploraron mediante analisis de regresion
polindmica de ajuste local “lowess” (R Development Core Team, 2008). Se realiz6 un modelo

conceptual (representacion) que integra la informacion obtenida. En las figuras la caja del
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boxplot represento el primer y tercer cuartil (amplitud semi-intercuartil), la linea en el medio de
la caja represento la mediana, las lineas que salen de la caja (bigotes) se extienden hasta los
valores extremos que no se consideran atipicos, los valores que se encuentran a mas de 1.5 veces
la amplitud semi-intercuartil se consideran atipicos y se representan con un circulo. Se utiliz6 el
lenguaje y ambiente para computo estadistico R version 2.7.0 en el andlisis de los datos (R

Development Core Team, 2008).

Tabla 3. Factores de conversion utilizados para expresar los datos en términos de carbono o
fosforo. Los datos en las unidades iniciales se multiplican por el factor para obtener los datos en
las unidades finales

ftem Unidades iniciales Clz)i(j;f;s?:n Unidades finales Origen del factor
Eei?e?l(;atsr?) fos procariotas’ células m™ 2x 10" mg C m” 20 fg C celula™
Actividad de Glucosidasa® mmol MUF m™h’! 72 mg C m~h mg C-piranosa (mmol MUF)"!
égggi?ﬁ dcifc:)lasab mmol MUF m™ h”! 144 mg C m~h mg C-celobiosa (mmol MUF)!
2:;?1/1?;;)23asab mmol AMC m™ h! 72 mg C m~h mg C-leucina (mmol AMC)’!
Actividad de Fosfatasa® mmol MUF m™ h”! 31 mg P m”h’ mg P-PO,~ (mmol MUF)!
Biomasa algas® g clorofila a m™ 30,3 gCm? Carbono:clorofila a
PPN mg O, m™ h’! 0,375 mg C m~h 6CO,+6H,0 — C¢H ,04+60,

* Norland, 1993; b Hoppe, 1993; © Cloern et al., 1995; Fabiano & Danovaro, 1998.
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Resultados

Caracterizacion del rio Tota

Hidrologia y variables fisicoquimicas

Los datos de caudal permitieron definir dos periodos dentro de la época de Illuvias con
caracteristicas hidroldgicas contrastantes. Los meses de mayo, junio, agosto y octubre de 2007
pertenecientes al periodo de caudal alto, con valores que variaron entre 0.7 y 2.24 m® s mientras
que en el periodo de caudal bajo se registraron valores entre 0.06 y 0.37 m’ s correspondientes a
los meses de abril y mayo de 2008, durante el muestreo se presentaron condiciones climaticas
atipicas que permitieron detectar diferencias significativas entre el periodo de caudal alto y el de
caudal bajo. Fue necesario asumir que las diferencias detectadas entre agosto-junio y octubre-
agosto se debieron a la variacion natural de los valores de caudal dentro del periodo de caudales

altos, es decir que se establecio un nivel de significancia (a) de 0.001 (Figura 6).

junio — <
agosto — ——p——
octubre —| i mayo
abril 2008 — | SR —
mayo 2008 —
aostod  —— W T
octubre — — junio
abril 2008 4 —————y
mayo 2008 —
octubre—l T TTTTTTTTTTTTTTTTTTRW " T T
abril 2008 [ —— agOSIO
mayo 2008
abril 2008 — ;,_; ____________________________ b
o 5
mayo 2008 - octubre
7 Y abril 2008

-1.0 -0.5 0.0 0.5
Diferencia entre los promedios por mes
Figura 6. Resultado del Test de Tukey para los datos de caudal. Diferencia entre pares de meses,
las barras horizontales representan el intervalo de confianza (95%). Mayo (n=22), junio (n=23),
agosto (n=24), octubre (n=24), abril 2008 (n=24), mayo 2008 (n=6). Franja negra: a=0.05; franja
gris: a=0.001.
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Esta temporalidad también fue evidente en los valores registrados para los demas variables
ambientales (Figura 7), presentandose temperaturas mas elevadas y valores de oxigeno mas bajos
en los meses correspondientes al periodo de caudal bajo, no obstante la saturacion de oxigeno en
el agua nunca estuvo lejos del 100% de su capacidad a la temperatura medida. Durante el periodo
de caudal bajo, se registr6 una ligera alcalinizacion de las aguas con respecto a los valores
cercanos a la neutralidad registrados durante los meses de la época de lluvias. Se observaron
valores de potencial rédox menores durante los meses de lluvia. Aparentemente los valores de
conductividad (caudal alto: 66.3 uS cm™'; caudal bajo: 141.3 uS cm™) y solidos disueltos totales
(caudal alto: 0.04 g 1";caudal bajo: 0.11 g I'") presentaron el mismo patrén entre las dos periodos,
presentandose los valores més bajos para las dos variables ante los caudales altos.

La concentracion de los nutrientes amonio y fosfato present6d diferencias significativas
(ANOVA, P<0.05) debidas a los efectos de los factores Mes, Estacion y su interaccion, es decir
que las diferencias detectadas fueron debidas a situaciones particulares de cada estacion en cada
mes y no solamente al ciclo hidroloégico definido por las variaciones en el caudal (Figura 8); y
aunque el registro de la fertilizaciéon no fue evidente en el momento puntual de tomar las
muestras para las determinaciones, la respuesta de los microorganismos indic6 que fue efectiva,

no obstante la posible irregularidad de su intensidad.
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Valores registrados para los nutrientes amonio (A) y Fosfato (B) en cada mes y estacion
(Fuente: Proyecto GLOBRIO).

Biomasa algal y productividad primaria en las biopeliculas epiliticas

La biomasa de fototrofos desarrollada sobre las ceramicas presentd valores que variaron entre

0.13 y 6.04 g C m™. Los valores més altos fueron registrados durante los meses de caudales altos.

Sin embargo los casos particulares en que las diferencias debidas a los efectos de la interaccion

Mes:Estacion fueron significativas (ANOVA, P<0.05), se revelaron mediante los intervalos de

confidencia entre las diferencias de los promedios (Test de Tukey, ANEXO 2). El indice de

diversidad pigmentaria de Margalef (Absorbancia 430 nm/Absorbancia 665 nm) en promedio fue

de 2.1 con valores entre maximo: 2.6 y minimo: 1.4. Los valores de productividad primaria neta

fueron ligeramente mas altos durante el periodo de caudal bajo y variaron entre 0.4 y 132.7 mg C

m~h" en promedio (Figura 9).
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Figura 9. Biomasa de algas (A) y productividad primaria neta (B) en ceramica para cada estacion
durante el periodo de muestreo (Fuente: Proyecto GLOBRIO).

Caracterizacion estructural de las biopeliculas del rio Tota

La biomasa de procariotas vario en las biopeliculas epipsamicas entre 0.1y 13.9 mg C m™ (4.9
x 10°y 6.9 x 10® células m™) y en las biopeliculas epiliticas entre 0.45 y 63.6 mg C m™ (2.6 x 10’
y 3.7 x 10° células m™). Los valores mas altos de biomasa bacteriana en las biopeliculas se
presentaron durante los caudales altos, y fueron particularmente elevados en el mes de mayo de
2007 (Figura 10.A y 10.B). Los valores de biomasa procariota fueron significativamente mayores
en las cerdmicas que en los sedimentos (ANOVA, P<0.001). Los valores de biomasa fueron
significativamente mayores en mayo y octubre de 2007 para las biopeliculas epiliticas y
significativamente menores en agosto para las biopeliculas epipsamicas (ANOVA, P<0.001). No
obstante, las condiciones estuvieron lejos de ser homogéneas entre estaciones para un mismo mes
y se detectd que la interaccidon Mes:Estacion tuvo un efecto estadisticamente significativo mas
importante para las biopeliculas epiliticas (ANOVA, P<0.01) que para las biopeliculas
epipsamicas (ANOVA, P<0.05).
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Figura 10. Biomasa de bacterias en sedimento (A) y ceramica (B) para cada estacion durante el
periodo de muestreo.

Caracterizacion funcional de las biopeliculas del rio Tota

En general, los valores mas altos de actividad enziméatica se registraron en las ceramicas. Las
enzimas para las cuales se registr6 la mayor actividad fueron B-Glucosidasa, Fosfatasa y
Celobiohidrolasa, los valores mas bajos se registraron para Aminopeptidasa. Algunos valores
promedio de actividad sobreestimaron la actividad enzimatica debido a los valores extremos
(Tabla 4). Las células creciendo en biopeliculas epiliticas con actividad mas elevada de B-
Glucosidasa y Celobiohidrolasa se encontraron en el mes de agosto de 2007 durante el periodo de
caudal alto; mientras que las células creciendo en biopeliculas epipsamicas fueron mas activas

para estas enzimas en el mes de abril de 2008 durante el periodo de caudal bajo (Figura 11.A).
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Tabla 4. Valores promedio, minimo y maximo de actividad potencial de enzimas

extracelulares por unidad de area y por célula para los dos sustratos de colonizacion

evaluados
Sustrato Enzima Unidades Promedio Minimo Méximo
Glucosidasa 23.82 0.30 170.70*
Cerémica Aminopeptidasa mg C m™h’! 4.67 0.02 64.36*
Celobiohidrolasa 24.56 0.57 341.50* .
Fosfatasa mg P m”h’' 29.75 0.12 73.51 £
Glucosidasa 16.56 0.43 32.22 E
. Aminopeptidasa mg C m™h’! 1.08 0.02 16.32%
Sedimento IS
Celobiohidrolasa 3.81 0.12 16.27*
Fosfatasa mg P m?2h! 4.46 0.12 13.87
Glucosidasa 0.0625 0.0003 0.3086
r -1 4.-1
Cerdmica  Aminopeptidasa pg C célula™ h 0.0026 0.0001 0.0072%*
Celobiohidrolasa 0.0490 0.0003 0.4987* =
Fosfatasa pg P célula’ h! 0.0496 0.0012 0.1329 =
o
Glucosidasa 0.0514 0.0009 0.5118 5
. Aminopeptidasa pg C célula’ h™! 0.1687 0.0002 3.3420% A~
Sedimento I
Celobiohidrolasa 0.0405 0.0002 0.3020
Fosfatasa pg P célula’ h! 0.0514 0.0009 0.5118

(*) Valores extremos

La actividad de las enzimas extracelulares B-Glucosidasa y Celobiohidrolasa presentaron

valores minimos y méaximos relacionados con situaciones particulares en cada estacion durante

cada mes en un patron espacio-temporal de dificil interpretacion. Sin embargo, al asociar la

densidad celular en cada caso con las medidas de actividad de enzimas extracelulares se

identific6 una tendencia al aumento de actividad por célula durante el periodo de caudal bajo con

respecto al de caudal alto particularmente evidente para las biopeliculas epipsdmicas (Figura

11.B).
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Figura 11. Actividad potencial de 3-Glucosidasa y Celobiohidrolasa por area (A), y por célula
(B), en biopeliculas creciendo sobre ceramica y sedimento para cada mes.

La Aminopeptidasa presentd los valores mas bajos de actividad (Tabla 3). No obstante se
registraron actividades de hasta 16.32 y 64.36 mg C-Leucina m™ h' en los sedimentos y
ceramicas respectivamente. Aunque la actividad potencial por area fue mayor en las ceramicas, la
actividad por célula fue mayor en los sedimentos. La liberacion potencial promedio de carbono
procedente de proteinas fue de 101.8 y 25.8 mg C m™ dia”’ como leucina para ceramicas y
sedimentos respectivamente. No obstante la dificultad en interpretar de forma concluyente la
actividad de la Aminopeptidasa, en promedio podria liberar el 10% del carbono que circula a

través de las biopeliculas epiliticas con respecto a las enzimas evaluadas.
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Figura 12. Actividad potencial de Aminopeptidasa y Fosfatasa por area (A), y por célula (B), en
biopeliculas creciendo sobre cerdmica y sedimento para cada mes.

La actividad de la Fosfatasa puede atribuirse a la Fosfatasa alcalina (Figura 13). Se detecto
un incremento de actividad en relacion con la biomasa bacteriana tanto en las ceramicas como en
los sedimentos. La actividad potencial Fosfatasa més elevada por area se presenté durante los
meses de caudal alto; las diferencias fueron significativas entre sustratos (ANOVA, P<0.001),
mientras que los valores de actividad por célula fueron similares entre los dos sustratos de
colonizacion evaluados (Figuras 12.A y 12.B). La magnitud de la actividad potencial de
Fosfatasa represent6 entre 671.5 y 107 mg P m™ dia” como fosfato inorganico en ceramicas y

sedimentos respectivamente.

34



60.0
0.1

0.10
(¢}

0.08

m-

10.0
Slla!

célula

0.06

mg P-PO

20.0

pg P-PO
0.4

0.02

0.00

0.0
|
8
. B
o

pH pH

Figura 13. Gréficos de dispersion de actividad Fosfatasa por area (A) y por célula (B) contra los
valores de pH para epipsamon y epiliton. La linea representa el ajuste con la regresion lowess.

Experimento de fertilizacion

El efecto positivo de la fertilizacion con nitrégeno y fosforo sobre la biomasa procariota y algal
se observo claramente a las 360 horas (15 dias) después de haber iniciado el tratamiento (Figura
14), resultando en biomasa de procariotas de maximo 9.46 mg C m™ y de autétrofos de 1.39 g C
m~. Los datos de la sucesion hasta las 72 h de seguimiento revelaron un incremento en la
biomasa de algas principalmente, mientras que en este mismo intervalo las diferencias en

biomasa procariota no son claramente discernibles.
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Figura 14. Biomasa de bacterias (A) y de algas (B) creciendo en la biopelicula epiliticas durante
el seguimiento de la colonizacion cada 12 horas.

La actividad de las enzimas B-Glucosidasa y Fosfatasa fue méxima a las 360 horas en
ambos tratamientos. En el Control se registraron los valores mas altos para las dos enzimas, en

comparacion con los registrados para el Impacto (Figuras 15.A 'y 16.A).
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Figura 15. Actividad potencial de 3-Glucosidasa por area (A) y por célula (B) en la biopelicula
epilitica durante el seguimiento de la colonizacion cada 12 horas.
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La actividad de Fosfatasa claramente se ve menguada por la fertilizacion (Figuras 16.A y 16.B),
también el incremento de la actividad potencial de B-Glucosidasa por célula evidenciod el efecto

de la adicion de nutrientes (Figura 15).
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Figura 16. Actividad potencial de Fosfatasa por area (A) y por célula (B) en la biopelicula
epilitica durante el seguimiento de la colonizacion cada 12 horas.
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Modelo

Después de explorar el comportamiento de las variables durante las condiciones evaluadas y las
relaciones que se presentaron entre ellas, la informacion obtenida sobre las biopeliculas y el
contexto en el que se desarrollan en el rio Tota fue integrada en un modelo.

La dindmica climatica jugd un papel determinante en la regulacion del caudal, la calidad de
la luz y la disponibilidad de nutrientes para el sistema, no solamente por el transporte y/o dilucion
en el agua del rio, también por el lavado de nutrientes provenientes de los campos de cultivo ya
que el clima determina el uso del suelo. La combinacién entre el ciclo de manejo del suelo y la
aparicion de las lluvias mas frecuentes favorecid que la cantidad de nutrientes que entraron al rio
por escorrentia fuera mayor en los caudales mas altos (figura 17.A). En este contexto, caudales
entre 1 y 1.5m’ s estuvieron relacionados con (i) cantidad de nutrientes, (ii) biomasa bacteriana
elevadas e igualmente con (iii) biomasa algal pero en menor grado (Figura 17.B). Mientras que
los valores promedio mas elevados de productividad primaria neta y actividad por célula de
Fosfatasa y B-Glucosidasa en sedimentos estuvieron relacionados con caudales bajos, en unas
condiciones enmarcadas por valores de temperatura, pH y potencial redox mayores (figuras
17.B). No obstante, los valores promedio de actividad enzimatica en las biopeliculas epiliticas
fueron menores en estas condiciones (figura 17.D).

Los datos registrados en este trabajo permitieron ilustrar mediante un esquema representado
en las figuras 18 y 19, las relaciones entre algunos procesos ocurridos en el rio Tota. El tamano
de las figuras geométricas utilizadas es proporcional a los valores promedio de actividad de
enzimas extracelulares y la biomasa tanto en términos de C m™ como de clorofila m™,

Los caudales altos incrementaron la cantidad de nutrientes, la biomasa de las poblaciones
microbianas epiliticas y en consecuencia la actividad enzimatica. La biopelicula epipsdmica no
tuvo un papel tan importante como la epilitica en el procesamiento del carbono y el fosfato en
cuanto a la actividad enzimatica por area, no obstante las células mds activas del sistema se
encontraron en los sedimentos, debido posiblemente a la mayor dependencia de compuestos
organicos complejos almacenados en la materia en descomposicion.

Durante el muestreo se registraron valores altos de actividad Fosfatasa, sefialando a los
microorganismos como protagonistas en el procesamiento de la materia organica como fuente de

este nutriente, especialmente en las biopeliculas epiliticas. Aunque la cantidad de carbono
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disponible para ser utilizado por los microorganismos heterotrofos es desconocida, los datos
indicaron que la escorrentia es una fuente importante para este nutriente, es decir que el
aprovechamiento de la materia organica disuelta es activamente favorecido por la actividad y el

desarrollo de los procariotas heterdtrofos en biopeliculas.
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Figura 17. Interaccion entre el caudal y los nutrientes (A), la biomasa y productividad primaria
neta (B) y la actividad de enzimas en sedimento (C) y en ceramica (D). Valores promedio.
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Figura 18. Modelo que representa la interaccion variables de acuerdo con los resultados obtenidos
en el rio Tota. Las lineas azules representan el flujo del oxigeno, las verdes el flujo de los
nutrientes amonio y fosfato y las amarillas la accion de las restantes variables ambientales.

La fertilizacion realizada en el experimento alivio la limitacidén por nutrientes, sin embargo
la actividad Fosfatasa lleg6 a niveles elevados una vez que la biopelicula se desarroll6 en términos
de biomasa procariota, actividad B-Glucosidasa y tasa de duplicacion de la comunidad de
procariotas. Esto quiere decir que en la comunidad microbiana de las biopeliculas epiliticas, las
bacterias tiene la capacidad de responder mas rapidamente que las algas ante la entrada de
nutrientes, ya que si bien se pudo observar una respuesta, en el caso de los productores primarios

no fue tan evidente.
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Figura 19. Representacion de las variables medidas indicando las posibles relaciones entre ellas.
Las lineas rojas representan el flujo de carbono mediado por la actividad B-Glucosidasa,
Celobiohidrolasa y Leucina-amino-peptidasa. Las lineas verdes representan el flujo de fosfato
mediado por la actividad Fosfatasa.
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Discusion

Caracterizacion estructural y funcional de las biopeliculas del rio Tota con respecto
al gradiente espacio-temporal

El crecimiento microbiano en biopeliculas en los distintos tramos del rio no present6 diferencias
marcadas espacialmente, es decir, las diferencias entre los ambientes de cada tramo que podrian
afectar las variaciones estructurales y funcionales propias de las biopeliculas, no presentan la
intensidad suficiente para que sus efectos fueran registrados como diferencias en las variables
medidas en este estudio. La dindmica hidrolégica, entendida como el cambio en el caudal,
homogeniza las condiciones y los recursos mientras exige de la comunidad microbiana la
capacidad para sortear estas variaciones, generando asi una configuracion que fue mejor definida
por la dindmica en la escala temporal que en la espacial; en los datos provenientes de las
biopeliculas fue registrada la intensidad de los eventos que las moldean, de esta manera lo que
ocurri6é en una escala mayor (caudal) pudo ser registrado en la escala mas fina de la respuesta
microbiana (biomasa y actividad). Las condiciones que favorecen el desarrollo de las biopeliculas
epiliticas procariotas, en términos de mas alta biomasa, menor actividad B-Glucosidasa y
Celobiosa, Aminopeptidasa por célula y de Fosfatasa por area y por célula, estan asociadas con la
época de mayor caudal. Esta situacidon, no obstante parece favorecer apenas ligeramente la
comunidad de fototrofos, es decir que no responden a los mismos estimulos con la misma
intensidad y en consecuencia parecen no estar acoplados.

La actividad enzimdtica medida en las biopeliculas del rio Tota fue comparada con la
registrada en otros estudios que implementaron la misma metodologia, es decir la utilizacion de

sustratos andlogos fluorogénicos (Tabla 5).
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Tabla 5. Valores de actividad de enzimas extracelulares para rios de diferente orden. Se utilizaron
los mismos sustratos de colonizacidon que en el presente estudio excepto en los casos
especificados. Promedio (Desviacion estdndar).

Actividad (nmol Fluorocromo cm™ h'')

Ord Ez © 3 5
rden Ubicacién £ Biopelicula § S S Fuente
© o ] [ <
N o © Q o
5 2 B o 3
k] U] o g ©
S @ e < S
Epilitica 97.0 (99.7) 194.4 (105.4 15.2 31.4) 819 (116.1
1 Tota, Colombia 40 p. .. 597 ¢ ) G4 ¢ ) Presente estudio
Epipsamica 130.8 (115.7) 101.2 (113.2) 9.9 (11.4) 76.3 (109.3)
60 Epilitica - luz 124 (3.2) Romani & Sabater,
Epilitica - oscuridad 4.9  (2.3) 1999
Riera Major, Epilitica 6.1  (49) 375 (31.4) Romani & Sabater,
,  Espafia Epipsamica 16.4  (9.3) 19.9 (15.3) 2001
Epilitica 5.7 (3.6) 39.0 (32.0)
Epipsamica 142 (7.2) 20.0 (15.0) Romani & Sabater,
La solana, . . 2000
Espafia Cianobacteria 57.1 (11.0) 260.5 (174.7)
Epilitica 5.0 310.0 115.0 Romani et al.
46 _ /
Epipsamica 300.0 660.0 210.0 2004(a)
Fuirosos, Epilitica 55.0 (63.6) 275.0 (318.2) 1000.0 (1131.4) 8.5 (9.2
3 Espana g0 _Phuca (636 (318:2) (1131.4) ©2 " Artigas et al., 2008
Epipsamica 35.0 (35.4) 100.0 (113.1) 150.0 (70.7) 10.0 (11.3)
. L Romani et al.
- 348  (35.2 8.5 9.2 '
49 Epilitica - vidrio (35.2) (9.2) 2008
4 Ter, Espafia Epilitica 397 (3L.7) 49.0 (42.0) Fz{ggqoa”' & Sabater,
> Ebro, Espafia Epilitica - vidrio 325 (38.9) 237.5 (300.5) Romani et al.,

2004(b)

La actividad de Aminopeptidasa fue baja en comparacion con los valores reportados

mientras que la actividad de Celobiohidrolasa fue alta; no obstante los sistemas estudiados son

rios ubicados en diferentes lugares del planeta, se observd que la actividad B-Glucosidasa y

Fosfatasa estuvo dentro del rango reportado que en general presenté una tendencia particular

dependiendo del orden del rio, la primera tiende a disminuir mientras la segunda parece aumentar

(Figura 20) Las variables funcionales (actividad de enzimas extracelulares) de las biopeliculas

creciendo sobre los dos sustratos colonizables evaluados, indicaron que la cantidad de materia

organica disponible para las bacterias fue menor en los sedimentos que en las ceramicas,

situacion que se traduce en un desarrollo estructural con mayor biomasa en estas ultimas; no

obstante seria necesario buscar una relacion con otras variables que no fueron tenidas en cuenta

para el presente trabajo para los sedimentos.
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Figura 20. Valores de actividad de 3-Glucosidasa (A) y Fosfatasa (B) reportados para diferentes
sistemas 16ticos incluyendo el presente estudio organizados de acuerdo a la cantidad de
tributarios (Ver Tabla 5)

En el rio Tota, la actividad potencial por area sefial6 las condiciones ambientales en las
que existiéo una mayor demanda de nutrientes debida al desarrollo de la biopelicula, mientras que
la actividad potencial por célula indic6 en que condiciones se presentd una limitacion mayor de
nutrientes debida a su disponibilidad en el ambiente. El sustrato colonizable mas importante en el
rio Tota fueron las rocas (ANEXO 3), representan entre el 81.4 y 98.3% del area colonizable
(sumergida) en un tramo de 50 m, y ademads la informacion sobre las biopeliculas epiliticas reveld
una mayor variacion frente a los cambios ambientales determinados por la dindmica hidrolégica
en términos de biomasa procariota en comparacion con lo registrado para los sedimentos.

Como en muchas otras biopeliculas que crecen en ambientes acuaticos naturales, la
comunidad microbiana del rio Tota constituye un ensamble mixto. Esta configuracion que
incluye autotrofos y heterotrofos le confiere algunos beneficios entre los cuales la capacidad de
amortiguar los cambios en la disponibilidad de materia organica mediante el subsidio que los
fotoautotrofos ofrecen a través de sus exudados como una fuente importante de energia, ha sido
planteada como el origen de una estrecha relacion. No obstante, la materia organica aldctona
transportada en el rio puede ser una fuente importante de energia; los estudios realizados sugieren
que el efecto de la disponibilidad de materia organica disuelta para los microorganismos

heterotrofos determina la estructura del biofilm (Lock & Ford 1985; Freeman & Lock 1995;
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Watnick & Kolter 2000; Romani et al., 2004(a)). El presente trabajo simplifico la evaluacion de
las biopeliculas al contemplar solamente las bacterias desde el punto de vista estructural y
funcional en un contexto fisicoquimico y biolégico sin embargo se reconoce que este tipo de
comunidades estd compuesto por bacterias, hongos, protozoos y algas juntos en una matriz
polimérica extracelular (Campbell, 1987; Romani & Sabater, 2001; Stoodley et al., 2002; Hall-
Stoodley et al., 2004), sin embargo.

Para revelar la relacion existente entre autotrofos y heterotrofos se deben valorar los
exudados originados por los productores primarios o una posible fuente de energia para los
productores secundarios, que en el caso particular de este estudio en el rio Tota también puede
ser la biomasa algal en decaimiento, evidenciada mediante los valores del indice de diversidad
pigmentaria de Margalef (Miracle et al., 1984). Idealmente se debe cuantificar la cantidad de
carbono orgénico disuelto (COD) de origen algal directamente, sin embargo, al presentar en un
grafico de dispersion los datos de actividad B-Glucosidasa contra biomasa algal y productividad
primaria neta, se observo que la comunidad procariota no parece depender en gran medida del
subsidio que los productores primarios aportan a través de sus exudados (Figura 21), ya que la
actividad de B-Glucosidasa no se ve afectada por los cambios en la productividad primaria o en
biomasa algal excepto por un ligero incremento. En este orden de ideas, la biomasa procariota
pudo verse favorecida por las mismas condiciones que beneficiaron el incremento de biomasa
algal pero no necesariamente por la productividad primaria. Findlay et al. (1993) plantearon que
la relacion entre heterdtrofos procariotas y algas se refuerza en la medida en que se abandonan las
condiciones de oligotrofia, ya que en condiciones limitantes recurren a fuentes de COD
aldctonas, y aunque para el rio Tota se reportaron valores altos de clorofila a, la evidencia sefialo
una relacion de dependencia débil.

El carbono orgénico disuelto puede provenir de procesos originados en el suelo de la
cuenca mas que en el mismo rio (Findlay et al., 1993), igualmente, el incremento de nutrientes
relacionados en general con los caudales altos que se presentan en el rio Tota dificultaron la
deteccion de la respuesta por parte de la comunidad bacteriana ante los cambios en la comunidad
algal. Resulta entonces una cuestion que debe ser resuelta en un estudio posterior, ;Cudl es la
fuente principal de COD para la comunidad de heterotrofos en el rio Tota? Romani & Sabater

(1999) reportaron altos valores de actividad B-Glucosidasa por célula como consecuencia de la
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utilizacion de Celobiosa por heterotrofos y que los polisacaridos liberados por las algas

estimularon la actividad de la enzima.
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Figura 21. Dispersion de los datos correspondientes a actividad enzimatica 3-Glucosidasa (A) y
la biomasa de heterotrofos procariotas (B) contra la biomasa de algas (puntos rellenos) y la
productividad primaria neta (puntos vacios). Las lineas corresponden al ajuste con la regresion
polindmica de ajuste local.

En el presente estudio, la relacion entre la actividad de Celobiohidrolasa y 3-Glucosidasa
registrada para ceramicas y sedimentos indicé que no obstante, los metabolitos provenientes de
algas soportan algo de la produccion secundaria, debe haber una fuente externa de sustrato para la
3-Glucosidasa. Los estudios con cultivos axénicos de bacterias y hongos indican que la actividad
B-Glucosidasa es inhibida por altas concentraciones de glucosa y es inducida por la presencia de
diferentes carbohidratos, entre ellos Celobiosa (Moldoveanut & Kluepfel, 1983; Freer & Detroy,
1985.; Strobel & Russell, 1987; Roy et al., 1988). Los estudios con cultivos mixtos por el
contrario, indican que no se presenta inhibicion por incremento de producto y argumentan
resiliencia ante los cambios en la disponibilidad de sustratos debido a su acumulacion en la
matriz que sustenta la biopelicula (Romani & Sabater, 1999; Mallet & Debroas, 2001).

En cuanto a la Aminopeptidasa, para el rio estudiado se hallaron los valores mas bajos de
actividad entre las enzimas evaluadas sin un patrén temporal o espacial evidente. El repertorio de
Aminopeptidasas con que cuentan los microorganismos es tal que el perfil de utilizacion de
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aminodcidos se ha propuesto como un criterio para identificar bacterias, gracias al balance y
especificidad que las Aminopeptidasas presentan en cada célula ante diferentes condiciones de
crecimiento, es decir que la preferencia de aminoécidos en cada situacion por parte de la
comunidad en desarrollo también debe ser tenida en cuenta (Westley, et al., 1967). En otro
estudio se relacion¢ la actividad de Aminopeptidasa con ambientes que presentan bajo contenido
de proteina y biomasa bacteriana alta (Fabiano & Danovaro, 1998). Los datos logrados en el rio
Tota sefialaron a través de la actividad potencial por célula las condiciones de verdadera
limitacion es decir, que la cantidad de proteina disponible no constituye un factor limitante para
la comunidad en las cerdmicas pero si en los sedimentos. Este esbozo del estado tréfico de la
comunidad creciendo en biopeliculas plantea otro interrogante, ;Qué proporcion de proteinas,
carbohidratos y lipidos son procesados gracias a la actividad de las enzimas extracelulares?

La actividad de Fosfatasa es el mejor ejemplo de inhibicion debida al producto liberado
por la actividad de la enzima y por tanto un buen indicador de limitacién por fosfato, no obstante,
su actividad esta estrechamente relacionada con la disponibilidad de carbono, nitrégeno y el
desarrollo de las biopeliculas en términos de biomasa bacteriana, es decir de la estructura y
estado metabdlico de las biopeliculas evaluadas, por lo cual no es raro que incluso entre muestras
provenientes de un mismo lugar se pueda presentar una variacion importante (Sayler et al., 1979;
Huang et al., 1998; Neddermann & Nausch, 2004).

Cuando crecen sobre rocas las comunidades més expuestas a la luz solar se benefician por
la presencia de microorganismos fotétrofos encontrandose mayor complejidad en términos de
cantidad de algas, bacterias y disponibilidad de nitrogeno, en estas condiciones constituyen un
importante sumidero de carbono orgédnico disuelto; sobre arena las biopeliculas son poco
complejas pero tienen mayor capacidad para degradar compuestos organicos complejos como
consecuencia de la acumulacion de materia organica, la deficiencia de luz y la limitacién por
nutrientes (Romanti et al. 2004(a); Romani et al., 2004(b); Olapade & Leff, 2005). En el rio Tota
la cantidad promedio de carbohidratos procesados como piranosa fue de 441.2 y 397.5 mg C m™
dia™” para cerdmicas y sedimentos respectivamente y como celobiosa de 488 y 91.5 mg C m™ dia’
! para ceramicas y sedimentos respectivamente. En general a lo largo del rio no se observo una
acumulacion importante de sedimentos lo cual resalta la importancia de las biopeliculas epiliticas
en el ciclaje de nutrientes como el carbono, el nitrogeno y el fosforo, proceso en el cual los

procariotas son un eslabon reconocido (Liinsdorf et al. 1997, Fischer & Pusch 1999)
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Experimento

En la sucesion microbiana que tuvo lugar bajo las condiciones de la estacion Impacto, la tasa de
duplicaciéon de la comunidad de heterotrofos procariotas fue mayor en comparacion con la
registrada para la situacion Control (Tabla 6), lo mismo ocurrié en una proporcion mucho menor
para la comunidad de fototrofos eucariotas. El aumento registrado de mas de tres veces en la
velocidad de duplicacion de la biomasa procariota corresponde con la significancia estadistica de
las diferencias entre el Impacto y el Control en términos de biomasa (ANOVA, p<0.05), no asi
para los valores de biomasa algal y actividad de B-Glucosidasa y Fosfatasa, aunque la respuesta

fue igualmente evidente (Figura 22.B).

Tabla 6. Tiempo de duplicacion la biomasa de la comunidad en las
biopeliculas en el rio Tota

d-l
Tratamiento
Bacteriana Algal
Control 16.05 3.40
Impacto 5.66 3.11

En el rio Tota, las bacterias respondieron mas rapidamente ante la fertilizacion que las algas,
esta reaccion independiente confirma que la relacion entre estos dos componentes de las
biopeliculas epiliticas no es estrecha o de dependencia (Figura 22). La actividad por célula de
Fosfatasa revela el efecto de la adicion de fosfato en el Impacto, y demostrd ademas una posible
limitacion por este nutriente en el sistema, ya que en la situacion Control se presentaron valores
altos practicamente desde el principio de la sucesion (Figura 15.B). No obstante, a las 360 horas
se alcanz6 el mismo valor de actividad potencial maxima por area, sefialando el requerimiento de

la comunidad por este nutriente como consecuencia de su desarrollo (Figura 15.A).
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Figura 22. Biomasa de heterdtrofos procariotas (A) y de algas (B) en la situacion Control (puntos
vacios) e Impacto (puntos rellenos) contra el tiempo (h). Las lineas corresponden al ajuste con la
regresion lowess.

En comunidades mixtas de algas y bacterias que crecen en concentraciones bajas de
fosfato, los procariotas son mas eficientes en la incorporacion y utilizacidon de este nutriente, en
consecuencia el factor limitante seria la fuente de energia (carbono), en estos casos puede incluso
presentarse un flujo de fosforo entre bacterias y algas (Janson, 1988). La respuesta registrada en
este experimento es coherente asumiendo que en el rio Tota las bacterias tienen acceso a una
fuente representativa de COD adicional a los productores primarios, y aunque sin duda hace falta
una aproximacion mas detallada, se puede plantear que la respuesta no fue mdas contrastante
porque las condiciones hidroldgicas permanecieron estables durante el tiempo que durd el
experimento, pues como ya se sefald anteriormente en este documento, hubo evidencia de una

respuesta por parte de la comunidad de heterdtrofos procariotas ante los aumentos de caudal.
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Conclusiones
El ambiente en el rio Tota

Las biopeliculas en el rio Tota estan sometidas a un régimen de lluvias monomodal que se
traduce en aumentos de caudal frecuentes durante la época de mayor precipitacion (mayo a
octubre) y condiciones mas estables durante la época seca (noviembre a abril). Durante el trabajo
de campo las variables fisicas y quimicas que mejor describieron el ambiente del rio Tota fueron
caudal, temperatura, pH, potencial redox y concentracion de oxigeno. Los valores de los
nutrientes (amonio y fosfato) dependieron de las condiciones particulares de cada estacion y mes.
Se observd que en general la biomasa de heterdtrofos procariotas y de algas se vio favorecida por
el contexto fisico-quimico registrado durante los caudales altos, contrario a lo ocurrido con la

productividad primaria neta.

Evaluacion estructural de las biopeliculas

La estructura mas compleja en términos de biomasa de procariotas se observd en las
biopeliculas epiliticas, y exhibié una dindmica asociada con las variaciones de los descriptores
ambientales ya mencionados. De acuerdo con los mayores valores de biomasa observados
durante los meses caudal alto, los procariotas creciendo en biopeliculas en el rio Tota tuvieron la
capacidad de responder rapidamente ante la llegada de nutrientes en la corriente del rio, mientras
que los productores primarios en términos de biomasa algal, se beneficiaron pero respondieron en
una proporcion menor. La disponibilidad de nutrientes pudo enmascarar la relacion algas -
bacterias y como consecuencia el aumento observado en los valores de productividad primaria

para la época seca no se reflejo en la comunidad procariota.

Evaluacion funcional de las biopeliculas

La actividad potencial mas alta se registr6 para la B-Glucosidasa seguida de la
Celobiohidrolasa y la Aminopeptidasa, se registraron los valores mdas elevados para las
biopeliculas epiliticas. Igualmente, la Fosfatasa present6 una mayor actividad potencial en las
muestras provenientes de las cerdmicas y en términos de cantidad de fluorocromo liberado (mmol

MUF m™ h') se registraron los valores més altos. La cantidad de carbono procesado indica la
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importancia de los procesos microbianos en el ciclo de este nutriente, sin embargo plantea la
necesidad de evaluar la representatividad de este flujo para el sistema.
Experimento

El efecto de la fertilizacién se reflejo en el desarrollo de la comunidad heterdtrofica
principalmente, al aliviar la posible limitacion por fosfato e incrementar la actividad potencial de
3-Glucosidasa por célula indicando ademads el déficit en las fuentes de energia ante el desarrollo
de la comunidad. La respuesta de la comunidad procariota ante la fertilizacion indica una posible
limitacion por fosfato y le otorga un papel critico en la liberacion de este nutriente a la actividad
de Fosfatasa para la comunidad microbiana epilitica principalmente. La respuesta al experimento,
y en general, los datos obtenidos durante el muestreo sugirieron una relacion débil entre
productores primarios y secundarios, lo cual implica un subsidio externo en la fuente de energia

para las bacterias.
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Recomendaciones

El presente trabajo comenzo6 la exploracion microbiana de los sistemas 16ticos en el pais y

mediante las siguientes recomendaciones pretende resaltar algunos temas que podrian ser de

interés para el futuro estudio de los microorganismos creciendo en biopeliculas en los rios

colombianos.

Estructura y funcion de las biopeliculas

Se debe ampliar el contexto en los estudios que intenten reconocer el papel de las
biopeliculas, esto quiere decir incluir mas rios en diferentes condiciones por ejemplo en
reservas o parques naturales

Se debe incluir la evaluacion de la diversidad taxondémica y metabdlica de los
microorganismos que conforman la biopelicula

Se deben evaluar las posibles fuentes de COD para la comunidad de heterdtrofos en el rio
Tota

Se debe tener en cuenta la proporcion de proteinas, carbohidratos, lipidos y sus polimeros

(quitina, celulosa) que son procesados gracias a la actividad de las enzimas extracelulares

Acople algas-bacterias:

Se debe evaluar el efecto que las frecuentes variaciones de caudal tiene sobre el acople
entre algas y bacterias en las biopeliculas del rio.
Se debe evaluar el efecto que el tipo de algas dominantes tiene sobre el acople entre algas

y bacterias en las biopeliculas del rio.
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ANEXO 1

Patrones de los fluorocromo, ajuste a las regresiones evaluadas y coeficiente de

correlacion.

Los puntos representan los valores de los patrones. Las lineas representan los valores calculados mediante
el ajuste de las regresiones evaluadas, tres polindmicas, una polindmica de ajuste local (Loess) y una
racional (Michaelis-Menten).

El comando utilizado para calcular los valores de concentracion fue:

>AEE <- loess(uM~PE,Patrones);predict(AEE,data.frame(PE=Mediciones))

en donde Patrones: Base de datos de las curvas patréon con concentraciéon de fluorocromo (uM) Vs.
potencial de emision (PE); Mediciones: Base de datos del PE medido para muestras, controles y blancos.

* El ajuste de la regresion lineal se realizé omitiendo los valores correspondientes al patron de 50 uM. El
coeficiente de correlacion (R?) present6 un valor de 0.5 al incluirlo.
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ANEXO 2
Resultado de la prueba de Tukey para Clorofila a

Casos en los cuales los resultados de la prueba de Tukey o de los intervalos de confianza de las
diferencias de los promedios fueron significativos para combinaciones de los factores

mes:estacion con datos de clorofila a (alpha = 0.05).

P Cpmparacién '
(mes:estacion vs. mes:estacion)

0,002 octubre:Control - abril:Tota
0,008 junio:Impacto - abril:Tota
0,003 agosto:Impacto - abril:Tota
0,012 octubre:Impacto - abril: Tota
0,015 octubre:Control - junio:Tota
0,023 agosto:Impacto - junio:Tota
0,006 octubre:Control - agosto:Tota
0,020 junio:Impacto - agosto:Tota
0,008 agosto:Impacto - agosto:Tota
0,031 octubre:Impacto - agosto:Tota
0,005 octubre:Control - abril:Control
0,018 junio:Impacto - abril:Control
0,007 agosto:Impacto - abril:Control
0,027 octubre:Impacto - abril:Control
0,048 junio:Iza - octubre:Control
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ANEXO 3.

Area susceptible de ser colonizada por sustrato.

Porcentaje del area que representa cada sustrato de colonizacion natural (roca o sedimento) para

cada estacion.

o
g _
e - A
- B - Control
g — C-Impacto
0
D
o
3
X
o _
o
<
o _
o
o~
o |
o
Roca Sedimento
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