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RESUMEN

Desde un punto de vista general, la eutrofizacion es la respuesta del
ecosistema al incremento de un factor que limita el crecimiento organismos
fotosintéticos (algas, plantas) en el agua, este factor normalmente es un
nutriente. En Ecuador son pocos los estudios que se enfocan en los efectos del
incremento de los nutrientes en los rios alto andinos. Por esta razén, nuestro
objetivo es analizar la respuesta de la productores primarios (perifiton) y
macroinvertebrados (Nectopsyche sp) al incremento de nitratos a diferentes
concentraciones. Este experimento fue disefiado a escala de microcosmos,
utilizando como tratamientos los valores presentes en la cuenca del Rio
Guayllabamba, Ecuador. Adicionalmente, se incluyé el valor limite de la
Normativa ecuatoriana (TULSMA). Los microcosmos incluyen un proceso de
colonizacion del perifiton de aproximadamente 5 dias antes de la adicion de
Nectopsyche. Los resultados en general, demostraron una mejor proliferacion
de perifiton en la concentracion de 10 mg L - A nivel de las variables letales
(tasa de mortalidad) y subletales (peso del individuo, ancho de la cabeza)
medidas en los macroinvertebrados se encontré que los tratamientos de mas
concentracion de nitratos (2.7 y 10 mg L 1) tendrian efectos positivos en el
desarrollo de la poblacion de Nectopsyche .



ABSTRACT
From a general point of view, eutrophication is the response of the ecosystem
to the increase of a factor that limits the growth of photosynthetic organisms
(algae, plants) in water, this factor is normally a nutrient. In Ecuador there are
few studies that focus on the effects of increased nutrients in high Andean
rivers. For this reason, our objective is to analyze the response of the primary
producers (periphyton) and macroinvertebrates (Nectopsyche sp) to the
increase of nitrates at different concentrations. This experiment was designed
on a microcosm scale, using as treatments the values present in the basin of
the Guayllabamba River, Ecuador. Additionally, the Ilimit value of the
Ecuadorian Regulation (TULSMA) was included. The micorcosms include a
process of colonization of algae of approximately 5 days in each concentration
before the addition of Nectopsyche. The results, in general, showed a better
proliferation of periphyton in the concentration of 10 mg L -1. At the level of the
lethal variables (mortality rate) and sublethal variables (weight of the individual,
width of the head) measured in the macroinvertebrates, it was found that the
treatments with the highest concentration of nitrates (2.7 and 10 mg L -1) would

have positive effects on the population development of Nectopsyche .
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1. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes:

La calidad del agua en rios o lagos tiende a cambiar cuando las cuencas
hidrograficas se modifican por alteraciones en la vegetacién, balance de los
sedimentos y nutrientes producidos por actividades como la industrializacién o
la transformacion de bosques primarios y pastizales a granjas y ciudades (Aber
et al. 1989, Borman y Likens 1979, White et al.1981). La cuantificacion de
relacion entre la entrada de nutrientes y la calidad del agua es clave para
entender las consecuencias que generan los cambios de uso de suelo a lo
largo de la cuenca sobre el ecosistema acuatico, asi como las posibilidades de

prevencion o toma de acciones correctivas (Turner y Rabalais, 1991).

Estudios realizados en la cuenca del rio Suwannee,, ubicado en la costa este
de los Estados Unidos, sefialan a la agricultura como causante directo del
incremento de nutrientes en el agua (Katz, Hornsby et al. 1999). Se registré
gue la entrada de nitrato de fuentes no puntuales alcanz6 su punto maximo a
fines de la década de 1970, lo que corresponde al uso maximo en fertilizantes
durante ese tiempo (Hornsby, Bohlke, y Mokray, 1999). El estudio determiné
gue en desde 1955 a 1997 la concentracion de nitratos en el agua del rio
Suwannee aumentoé significativamente de 0.1 (mg /L) a > 5 (mg / L) (Hornsby
y Ceryak, 1999; Katz, 1992; Maddox et al. 1992).

El primer estudio que relaciona el consumo de N-nitratos en el agua con una
enfermedad que afecta a infantes data de 1945 (Winton, E., Tardiff, R., y
McCabe, L. 1971). Una alta concentracion de nitrato disuelto en el agua de
consumo conduce a la produccion de nitrosamina, que esta relacionado con el
cancer y aumenta los riesgos de enfermedades como la metahemoglobinemia
en recién nacidos (Bouwer, 1989). La hemoglobina que contiene hierro en

forma férrica se denomina metahemoglobina, y se caracteriza porque impide el



transporte de oxigeno a los tejidos. Por tanto, concentraciones altas de
metahemoglobina pueden producir hipoxia tisular (Alcaraz et al. 1999, Ward et
al. 2005). La OMS (2006) ha determinado que a partir de los 50 mg/L de NO3
disueltos en agua de consumo representa un riesgo para la salud. Otro efecto
ocurre a nivel ecosistémico referente a las altas concentracion de nutrientes,
especialmente fosfatos y nitratos, promueven el crecimiento excesivo de algas
(Hecky y Kilham, 1988, Smith et al.1999). A medida que las algas mueren y se
descomponen lo que genera altos niveles de materia organica lo que provoca
la reduccién del oxigeno disponible, causando alteraciones en el ecosistemas
gue van desde la reduccién de biodiversidad a pérdidas de los servicios

ecosistémicos (Bronmark y Weisner, 1992, Feuchtmayr et al. 2009).

Estudios fisicoquimicos independientes realizados en rios andinos en los
altimos afilos nos dan una perspectiva del estado actual de nuestro rios.
Durante la caracterizacion fisicoquimica e hidromorfologica de los rios
altoandinos de Ecuador y Peru realizado por Villamarin (2014) se determiné
gue en los 123 puntos de muestreo, distribuidos entre ambos paises, la
concentracion de nitratos oscild entre 0 mg/l a 3.30 mg/l, generalmente
relacionado al aporte de efluentes de origen urbano. No obstante, existen
estudios realizados en el rio Pita y rio Machangara (Checa 2017, Guilcatoma
2017), los cuales presentan un alto grado de degradacion debido a la presencia
de residuos sélidos urbanos donde se registraron valores mucho mas altos que
los descritos por Villamarin (2014). En el caso del rio Pita Guilcatoma (2017)
indica el nivel de nitratos en el rio dependiendo del uso de suelo del punto de
muestreo. Es asi que, para un uso urbano, los nitratos detectados fueron 1.8
mg/L y para el uso ganadero fueron 2.7 mg/L. Por otro lado, Checa (2017)
reporta un total de 7.36 mg/ L de nitratos presentes en el rio Machangara esto
se debe principalmente a los vertidos organicos provenientes de la ciudad de
Quito y a las aguas residuales de procesos ganaderos e industriales (Acosta et
al. 2009). Si bien ninguno de esto valores sobrepasa el limite maximo permitido
por el TULAS, se ha determinado que la calidad ecoldgica, y en especial, la



biodiversidad acuatica se ve seriamente afectada por el cambio de uso de
suelo en ambos rios, que forman parte de la cuenca del Guayllabamba (Checa
2017, Guilcatoma 2017).

1.2. Justificacion

Como se expuso anteriormente, el uso que se le da al suelo a lo largo de la
cuenca del rio va a determinar los cambios fisicoquimicos presentes en el
agua. En el caso especifico de la contaminacion por nitratos provenientes de
fertilizantes usados en la agricultura, el ingreso del contaminante puede ser
puntual o difuso, cuando se da el lixiviado de nitratos en zonas de regadio,
distribuyendose por escorrentia (Almodovar,2015), y como resultado, las
reservas de nitratos han aumentado en nuestros recursos hidricos (Mary et al,
2005). Sin embargo, el aumento en las concentraciones de nitratos de las
actividades humanas estarian causando efectos ecoldgicos adversos, y un
indicador clave es el aumento en la biomasa de perifiton (Hornsby y Mattson,
1996). Se conoce como los productores primarios (fiton) que viven sobre (peri)
sustratos sumergido de diferente naturaleza (Farfan, 2016) y del cual
se alimentan algunas poblaciones de macroinvertebrados acuaticos, entre
ellos, el Nectopsyche sp. No obstante, no se ha considerado el efecto que
distintas concentraciones pueden tener sobre una poblacion acuética si hay un
aumento de la biomasa del perifiton, ¢Esto resulta beneficioso o perjudicial

para la poblacién de Nectopsyche ?

Ademads, cabe recalcar que la legislacion nacional adopt6 el limite de 10 mg/L
de normativas internacionales, la Environmental Protection Agency de los
Estados Unidos (EPA), por ejemplo, trabaja con el mismo valor. Sin embargo,
factores fisicos como la topografia y la geologia de la zona influyen en la
calidad de aguas superficiales (Moldan y Cerny, 1994; Sliva y Williams, 2001;
Alvarez, 2015).¢;Es el TULAS efectivo para la realidad del Ecuador ? Para
esclarecer esta interrogante se va a analizar ,a nivel de laboratorio, la toxicidad

letal del nitrato sobre poblacion de perifiton y Nectopsyche sp. y los efectos



subletales cuando se alcanza el limite maximo establecido en la normativa.

1.3. Alcance

El trabajo de esta tesis consiste en la evaluacion del efecto del aumento de
nitratos (NOz) sobre la poblacion acuatica del rio Alambi, Pichincha. Para ello,
se establecié una simulacién del habitat a nivel de laboratorio, en donde se
analiz6 el comportamiento de la biomasa del perifiton y el Nectopsyche sp.
Para el efecto, se realiz6 una prueba experimental con 16 microcosmos en el
Laboratorio de la Direccion de Investigacion de la Universidad de las Américas,
donde se sometio a los organismos distintas concentraciones de nitratos y se
midio el efecto sobre la biomasa de perifiton y los efectos subletales sobre un

género del orden Trichoptera.

1.4 Objetivos:

1.4.1 Objetivo General:

Analizar el efecto del incremento de nutrientes en la biomasa del

perifiton y la poblacion de Nectopsyche a nivel de microcosmos.

1.4.2 Objetivos Especificos

e Medir la respuesta de la biomasa del perifiton al incremento de

nutrientes a diferentes concentraciones.

e Determinar los efectos a nivel poblacional de Nectopsyche sp . porel

incremento de nutrientes.

1.5 Hipotesis

1.5.1 Hipotesis alternativa

El aumento de nutrientes va a producir un incremento de la biomasa del



perifiton lo que mejorard las posibilidades de supervivencia de

Nectopsyche sp.

1.5.2 Hipétesis Nula

El aumento de nutrientes no va a producir un incremento de la biomasa
del perifiton por lo que la supervivencia de Nectopsyche sp. no sera

afectada por cambios en los nitratos.

2. MARCO TEORICO

2.1 Nitrégeno

El ciclo de nitrdgeno, uno de los mas complejos en la naturaleza, consiste en el
movimiento del nitrdgeno entre los compartimentos agua, suelo y aire. Durante
este ciclo N es reciclado en sus diferentes formas y eventualmente, por
desnitrificacion, vuelve a la atmosfera como NO2, un gas de efecto invernadero
reconocida por la OCDE (OCDE 1991; Oonk y Kroeze, 1998; Mosier et
al.1998). En los ecosistemas acuaticos, se da una serie de procesos fisicos,
guimicos y biolégicos que convierten el nitrégeno gaseoso (N2) a organico
(Muhanova, 2009). Existen tres mecanismos en que el nitrdgeno atmosférico
puede ser transformado en componentes Utiles para los seres vivos (Smil,
2000; Coronel,2011), estos son: procesos biologicos, descargas eléctricas y
por actividades industriales como la quema de carburante fésil o la fijacion
fotoquimica, que proveen suficiente energia para formar nitratos (NO3s-)
(Galloway et al. 2008; Coronel, 2011;Sci, 2013). Este ultimo procedimiento es
reproducido en las fabricas productoras de fertilizantes.

La produccion global de fertilizantes agricolas aumenté en un 800% en la
Ultimas décadas, estamos hablando de <10 millones toneladas de N en 1950 a
80 millones de toneladas en 1990, y su produccion esta prevista por algunos

autores a superar 135 millones de toneladas métricas de N para 2030 (Vitousek



et al., 1997; Galloway et al.,1995; Canfield et al.2010). Por otro lado, existen
varias actividades de origen antropico que aportan nitrogeno en el medio en
menor medida (Tabla 1).

Tabla 1.
Fuente global de nitrdgeno antropogénico

Fuente Cantidad de nitrogeno fijado (Tg/a)
Fertilizantes 81
Leguminosas y forrajes 40
Quema de combustible fosil >20
Limpiezay conversion de tierras 20
10

Drenaje de humedales y consecuente

oxidacion de sus suelos organicos

Total =140 Tg

Adaptado de: Galloway et al., 1995; Vitousek et al., 1997; Coronel, 2011.

Dada la aceleracion de la fijacion de N causada por el ser humano y otros
cambios en el ciclo del nitrégeno, no sorprende que las concentraciones de N
hayan aumentado con el tiempo en las aguas superficiales (Vitousek et al,
1997).

2.2 Nitratos



El nitrato es un compuesto natural con mayor presencia en los acuiferos del
mundo (Spalding,1993). Los paises del primer mundo, tienen recopilada
informacion de concentraciones de nitratos en algunos de sus rios y otros
suministros de agua potable durante décadas. El andlisis de estos datos
muestra, por ejemplo, que las concentraciones de nitrato en el rio Mississippi
se ha incrementado considerablemente desde mediados de los afos 60
(Turner y Rabalais 1991, GOmez et al. 2015 ). La entrada de nitratos en los rios
se correlacionan con la densidad de poblacion humana (Cole et al. 1993;

Howarth et al 1996 y Vitousek et al, 1997) como se puede observar en la
Figura 1.

10000
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Figura 1. Exportacion de nitrato de los sistemas fluviales.
Tomado de Vitousek et al (1997).

La respuesta del medio a esta excesiva entrada de nutrientes, es la
proliferacion de plantas nitréfilas en el agua (Tamm, 1991). A fin de cuentas,
es el ion nitrato (NOs-) quien limita el crecimiento de la biomasa del perifiton en
los ecosistemas acudticos, la fijacion de nutrientes es realizada principalmente
por cianobacterias, también conocidas como algas verdes (Howarth et al.
1988 ; Muhanova, 2009; Canfield et al. 2010; Coronel,2011).

2.3 Crecimiento de la biomasa de perifiton



La contaminacion por exceso nutrientes ha aumentado la biomasa global de
algas en lagos arroyos y rios. Dentro regiones pobladas o agricolamente
productivas la biomasa del perifiton y la biomasa presente en el agua es mayor
debido a la descarga de fuentes puntuales y difusas (Lewis et al. 2011; Li et al.
2016).

Aunque los rios y las corrientes que fluyen lentamente pueden producir
poblaciones de fitoplancton comparables a las de los lagos, el perifiton (algas
adheridas) también es importante y puede ser dominante, especialmente en las
corrientes de tamafio pequefio a mediano, como es el caso de los rios de
paramo (Lewis et al. 2011). Estos organismos realizan fotosintesis mediante
pigmentos como la clorofila a que les permite transformar nutrientes de origen
inorganico en materia organica rica en energia (Pulido, 2015). El contenido de
clorofila por unidad de area es usado como indicador de la biomasa de algas
presentes en el perifiton. Este indicador es imprescindible para evaluar los
servicios ecosistémicos del rio (Paulsson et al, 1999; Rios-Touma y Encalada,
2015) (Tabla 2).

Tabla 2.

Valores limite para un sistema trofico segun la Organizacion para la
Cooperacién y el Desarrollo Econémicos (OCDE)

Categoria trofica Clorofila-a Clorofila-a max
Ultraologotrofico <1,0 <25
Oligotrofico < 2,5 < 8,0
Mesotrofico 2,5-8 8-25

Eutrofico 8-25 25-75
Hipertrofico > 25 > 75

Adaptado de Alvarez (2015)



Nota:Clorofila-a y Clorofila-a max = media y pico anual de la concentracién de clorofila a en

aguas superficiales.

2.4 Eutrofizacion

La eutrofizacion es la acumulacién de los nutrientes, como los fosfatos, nitratos
y silicatos en cuerpos de agua. El primer sintoma de eutrofizaciébn es la
produccion excesiva de biomasa acuatica, que incluye algas suspendidas
(fitoplancton), algas en los sedimentos (perifiton), y plantas acuaticas
vasculares (macrdfitas). Como consecuencia se genera una transferencia de
materia organica a aguas profundas que pueden ser oxidadas por el oxigeno
molecular, desarrollando hipoxia y anoxia, originando el repentino florecimiento
de algas toxicas , el deterioro de la calidad del agua (sabor y olor, problemas
de filtracion) y cambios en la composicion de las comunidades acuaticas
(Goldberg,1995; Muhanova, 2009; Lewis et al. 2011, Abdelaziz, Leite, Belhaj, y
Hallenbeck, 2014). En dicha situacion, el ecosistema acuético cuyo estado de
equilibrio se ve alterado, reacciona modificando su funcionamiento vy
acelerando estos procesos indeseables (Rapal, 2010).

Existen factores fisicos relacionados con la cuenca del rio que influyen en el
proceso de eutrofizacion de los ecosistemas, entre otros estan: la temperatura
del agua, clima, velocidad y direccion del viento, precipitacion media y la
radiacion solar. La produccion natural de fitoplancton depende de dichos
factores (Alvarez, 2015). Sin embargo, este proceso se ve fuertemente
acelerado cuando a lo largo de la cuenca hay actividad antropogénica que
ejerce presion sobre la productividad bilégica y la composicion del agua (Lewis
et al. 2011: Khan et al., 2014; Alvarez, 2015; Li et al. 2016; Checa, 2017).

Para evitar que el dafio ecosistémico avance, la FAO (1997) establecid
medidas de gestion de tierras de uso agricola cercanas a una cuenca hidrica,

entre los puntos mas relevantes estan:

e Establecimiento de planes de fertilizacion: para evitar el uso excesivo de

fertilizantes, la taza de fertilizante nitrdgeno por ejemplo,
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debera calcularse en funcion del “balance de nitrégeno de los cultivos”. Se
deben tener en cuenta las necesidades de las plantas y la cantidad de

nitrégeno en el suelo.

e Mantener cubierta vegetal: en la medida de lo posible, el suelo debe estar
cubierto de vegetacién. Con ello se impide la acumulacién de nitrégeno

mineralizado y se evita la lixiviacion durante los periodos de lluvia.

e Planificacién territorial en medios agricolas: deben adoptarse técnicas
de control de la erosion (que estén en consonancia con las condiciones

topograficas y edaficas).

2.5 Métodos de experimentacion con comunidades acuaticas

Los microcosmos Yy mesocosmos son sistemas de prueba artificiales
constituidos con muestras provenientes de ecosistemas naturales. Son una
valiosa herramienta en estudios ecotoxicologicos debido a su precision,
replicabilidad, reproducibilidad y simplicidad (Boisson y Perrodin, 2006;
Sourisseau et al. 2008, Lopez et al. 2015 ). En estos ecosistemas artificiales se
ponen a prueba, por ejemplo, hipotesis relacionadas con interacciones en la
red alimentaria, o sobre los efectos que tiene un quimico en el ambiente
(Caquet et al., 2000).

Durante afios, los microcosmos/mesocosmos han servido de herramienta para
evaluar posibles riesgos ambientales, el resultado de estos estudios sefala las

ventajas y limitaciones relacionadas con este método experimental (Tabla 3).

Tabla 3.
Ventajas y limitaciones que presentan los microcosmos/mesocosmos durante el
andlisis de variables ecoldgicas a nivel de laboratorio

Ventajas Limitaciones

Los microcosmos son practicos y No todos los procesos de un

relativamente economicos ecosistema pueden ser replicados en
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dependiendo de la escala. el microcosmos.

Permiten predecir el |La diferencia de escala es un obstaculo
comportamiento de contaminantespara reflejar con precision los efectos

en sistemas complejos biolégicos

Mejora el entendimiento de laslUn microcosmos es considerado
efectivo si las funciones de forzado
entre el modelo y el equivalente natural
analisis de la interaccion delcoinciden.

relaciones sistémicas a través del

contminante sobre los

componentes y procesos.
Adaptado de Sanchez y Varela,1987; Kangas, 2005.

Pese a la ventajas que presenta esta herramienta, no todos estan de acuerdo
en la fiabilidad de los resultados, debido a un factor clave : las réplicas. A nivel
experimental, las réplicas son necesarias para probar la hipétesis, como
establece el método cientifico (Kangas,2005). Sin embargo, en el caso de los
microcosmos, la disparidad entre réplicas es inevitable, lo que causa conflicto
a varios autores; incluso algunos concluyen que cuanto mejor es el
microcosmos, peor se replica y, por lo tanto, se complica el uso de esta

herramienta experimental (Pilson y Nixon ,1980; Abbott ,1966).

2.6  Nectopsyche sp.

Las adaptaciones evolutivas a diferentes condiciones ambientales y limites de
tolerancia a una determinada alteracién dan las caracteristicas a ciertos grupos
gue podran ser considerados como organismos sensibles (Ephemeroptera,
Plecoptera, Trichoptera) por no soportar variaciones en la calidad del agua
(Manhan,2013). El género Nectopsyche (Leptoceridae: Trichoptera) es rico en
especies, restringidas al nuevo mundo (Huamantico y Ortiz,2010). Las larvas

habitan ambientes tanto I6ticos como lénticos, construyen capullos conicos con



12

materiales diversos y se les clasifica segin su modo de alimentacién, como
trituradoras y colectoras de depésito (Huamantinco & Ortiz, 2010). En la fase
adulta, los organismos trituran principalmente grandes piezas de
descomposicion vascular, tejido vegetal (> 1 mm de didmetro) junto con la
microflora y la fauna asociadas, se alimentan directamente de macrofitas
vasculares vivientes y también promueven la descomposicion de la madera por
raspado (Figura 2.) o ranurado y tunelado de madera (Glover y Floyd, 2004).
Estas actividades exponen la madera para promover la colonizacion y
descomposicion  microbiana (Wallace y Webster, 1996). A este
macroinvertebrado acudtico se lo ha clasificado con una sensibilidad de 8 en

una escala de 1 a 10 (Rios-Touma et al., 2014).

¥ N W

e et e /’ “*\

"'% \r“ /0

PN S g N L R ke iR "”'“2{ \«,

Figura 2. Nectopsyche sp.
Tomada de Huamantico vy Ortiz, 2010

3. METODOLOGIA

3.1 Disefio de la experimentacion

Se establecié un disefio de tres tratamientos y un blanco, con cuatro réplicas
por cada uno (Figura 3). Los tratamientos usados fueron: 1.2 (concentracion
basal del rio ), 1.8, 2.7 y 10 mg L de nitratos. Se seleccionaron los valores
de 1.8 mg L* de nitratos disueltos en el agua para concentraciones
relacionadas con zonas urbanas y 2.7 mg L de nitratos disueltos en agua
relacionados a zonas agricolas en base al estudio realizado  sobre

identificacion del grado de eutrofizacion en la microcuenca del rio Pita
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(Guilcatoma, 2017). El valor de 10 mg L de nitratos disueltos en el agua
corresponde al valor maximo permisible en aguas dulces la legislacion nacional
en el Texto Unificado Legislacion Secundaria del Medio Ambiente (TULSMA)
(Ministerio del Ambiente - Ecuador, 2012). El estudio estuvo compuesto por 16
microcosmos las cuales fueron acondicionadas en el Laboratorio de
Investigacion de la Universidad de Las Américas. La experimentacion se
mantenia en una temperatura ambiente de 8 grados centigrados para simular
la condiciones naturales del rio donde se extrajeron los individuos de
Nectopsyche sp. La colonizacion de algas en el microcosmos se midio a través

del método de determinacion de la clorofila a, tanto en agua como en baldosas.

1.24
10 Nectopsyche

1.24
10 Nectopsyche

Réplicas

1.24
10 Nectopsyche

1.24

10 Nectopsyche

Blanco

1.8
10 Nectopsyche

1.8
10 Nectopsyche

1.8
10 Nectopsyche

1.8
10 Nectopsyche

C1

2.7
10 Nectopsyche

2.7
10 Nectopsyche

2.7
10 Nectopsyche

2.7
10 Nectopsyche

C2

10
10 Nectopsyche

10
10 Nectopsyche

10
10 Nectopsyche

10
10 Nectopsyche

C3

Tratamiento
Figura 3. Disefio experimental. La unidad de las concentraciones en mg de

nitrato por litro de agua de rio (mg L?)

3.2 Infraestructura para la experimentacion

Durante los 10 dias que duré la experimentacion se regulé la entrada de luz a
través de un temporizador, dividiendo el dia en 12 horas de luz directa y 12

horas sin luz con el fin de simular el ambiente natural en los microcosmos.
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En cada microcosmos se dispuso 10 litros de agua del rio, sin embargo, debido
a los analisis diarios realizados en cada unidad experimental fue necesario
aumentar el nivel del agua nuevamente cuando se introdujeron los organismos.
In situ, se midié en el rio Alambi la conductividad, pH, temperatura y turbidez
para determinar las condiciones naturales del rio. Las condiciones naturales del
rio Alambi, y por ende, las condiciones 6ptimas para que se desarrolle la vida
de estos organismos con éxito a nivel de laboratorio fueron determinadas a
través de las sondas YSI PRO. En cada unidad experimental, con el fin de
simular la corriente del rio, se introdujo una bomba de acuario sumergible JAD
SP-602 . La aireacion en los microcosmos fue proporcionada por bombas de
aire JAD SC-7500, una boma fue necesaria para abastecer a dos microcosmos,
por lo que se requirieron ocho de estas bombas en total (Figura 4). El uso de
todos los elementos descritos con anterioridad, permitié generar, un ambiente

Optimo para el desarrollo de los organismos (Sanchez,2017).



15

Figura 4. Unidades experimentales adecuadas y listas para brindar un ambiente

optimo en el desarrollo de algas

3.3 Areade muestreo

Este estudio se realiz6 con las muestras del rio Alambi (Figura 5), que forma
parte de la cuenca del rio Guayllabamba y que esta ubicado en la parroquia de
Nono al noroccidente de Quito. El tramo del rio Alambi ubicado en Nono se
ubica entre el bosque himedo Montano Bajo (2600-2800 m.s.n.m) y el bosque
muy hdamedo Montano Bajo (2300-2600 m.s.n.m) (Giacometti,2006). Este rio

ubicado en la zona alta de los andes , cuya calidad de agua esta por encima
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del promedio, debido a que se halla alejado de las zonas urbanas, se
encuentra dentro del corredor de conectividad biolégica Trépico- Andino. En
este sector se busca tener un manejo sostenible y sustentable de la flora y
fauna nativa y endémica que atraviesan las provincias de Esmeraldas y Napo
(Ecofondo, 2016).

Figura 5 . Area de muestreo. Rio Alambi en la parroquia de Nono, Pichincha.

3.4 Adaptaciéon y colonizacion del perifiton

Se recogieron piedras de rio que presentaban una capa de algas en su
estructura. Una vez adecuados los microcosmos , y siguiendo la metodologia
de Lamberti, Gregory, Ashkenas, y Steinman (2013) se extrajo el perifiton de la
rocas a través de un raspado, posteriormente la solucion de algas fue
homogeneizada durante 1 minuto y se afiadié 200 ml de esta solucion en cada

tratamiento para dar paso a la colonizacién de las algas .
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3.5 Recoleccion de Nectopsyche sp.

Para recolectar los 160 organismos se empled la D-net en las paredes del rio, a
través de la técnica de la patada. Se escogieron los organismos mas grandes
para que el peso inicial de cada individuo sea cercano a la media y no haya
sesgos en los datos. Los individuos seleccionados en las bandejas (Figura 6)
fueron almacenados en baldes con vegetacion y bloques de hielo para
mantener el frio durante el transporte hacia el laboratorio de Ingenieria

Ambiental la Universidad de las Américas.

Figura 6. Recoleccion de Nectopsyche sp. in situ.
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3.6 Analisis fisico-quimicos y de biomasa
3.6.1 Medicion de nitratos

Los nitratos se midieron siguiendo el protocolo Standard methods 4500 - NOs
(APHA, 2005). En un Erlenmeyer de 125 ml se afiadié una alicuota de 25 ml de
la unidad experimental y se adiciona 0.5 ml de acido clorhidrico 1 N por
muestra. Se leyo el blanco (agua destilada) y las muestras a una longitud de
onda de 220 nm en el espectrofotdmetro ubicado en el laboratorio ambiental.

3.6.2 Medicion de turbidez y color

Para determinar ambos parametros se recolecto, desde el inicio del estudio, 15
ml de agua por cada unidad experimental y las muestras se dispusieron en
tubos de ensayo (Figura 7). Cada muestra fue analizada individualmente en el
espectrofotometro NANOCOLOR UV/VIS |l del laboratorio de Aguas de
Ingenieria Ambiental. La turbidez fue medida en la unidad nefelométrica de
turbidez (NTU) por sus siglas en inglés, mientras que el color esta definido por

la mediciéon estandar Pt-Co/APHA/Hazen.

ﬂi . “.'“ha b

h

Figura 7. Muestras de cada microcosmos listas para la medicion de turbidez y

color.

3.6.3 Obtencién clorofila a


http://www.mn-net.com/StartpageWaterAnalysisTesting/NANOCOLOR/Photometers/NANOCOLORUVVISII/tabid/12459/language/en-US/Default.aspx
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La clorfila a del perifiton de los microcosmos fue medida en dos diferentes
etapas (Figura 8). El primero consistio en la medicion de clorfila disuelta en el
agua del microcosmos desde el primer dia de iniciada la experimentacion, para
ello, se recogieron 150 ml de agua de cada unidad experimental, se filtré el
agua, y el material removido se coloc6é en 20 ml de alcohol al 96%. Las
muestras se conservaron en tubos Falcon de 50 ml cubiertos de papel aluminio,
los cuales se almacenaron a 4°C por 24 horas para romper la pared celular.
Después de las 24 horas en refrigeracion, se procedié a centrifugar cada una
de las muestras durante 5 minutos en la centrifuga Eppendorf 5804 R y se
procedié a medir en el espectrofotometro a longitudes de onda de 664 y 750
nm. Después de esta primera medicion, como método de correccion, se
acidifica con 0.1 mL de 0.1N HCL por 3 minutos y nuevamente se midié a 665 y

750 nm .La cantidad de clorofila a fue estimada usando la siguiente férmula:

Clorofila a (ug/cm?2) = 28 (E664b — E665a) x Vext / A (cm2) x L

(Ecuacion 1)
En donde
28= coeficiente de absorcién para clorofila en 96% de etanol.
E664b = (absorbancia a 664 — absorbancia a 750) antes de la acidificacion.
E664a= (absorbancia a 665 — absorbancia a 750) con la muestra acidificada.
Vext= volumen de extracto (20ml).
A= area de las ceramicas (13 cm?).
L= longitud de la celda de cuarzo usada en el espectrofotometro (1 cm) (Rios-

Touma y Encalada, 2015).

Un proceso similar se di6 al medir la clorofila en la baldosa, sin embargo,
debido a que el raspado genera turbidez durante la lectura de datos
(Sanchez,2017) se opto dejar reposar las baldosas en vasos de precipitacion
cubiertos de papel aluminio, con 100 ml de etanol al 96% a 4°C grados por 24
horas. Una vez terminado este periodo de extrajo 20 ml de muestra que se
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colocaron en tubos falcon para centrifugacién. En adelante, el proceso fue el

mismo que el descrito con anteriorirmente.
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Figura 8. Obtencion de clorofila a
A) y B) : medicién de clorofila en baldosas.

C) y D) : medicion de la clorofila directamente del agua.

3.7 Variables de medicién subletal
3.7.1 Peso del individuo (gr)

Se determiné el peso individual de los organismos recolectados tanto al inicio
como al final del disefio experimental, para ello se uso6 con la balanza analitica
OHAUS Adventurer con sensibilidad de 0.0001 gramos (Sanchez, 2018). Los
individuos fueron colocados sobre un recipiente plastico encerado para facilitar
la accion. Una vez terminada ambas mediciones se determiné el peso neto de
la poblacion de Nectopsyche sp. por cada tratamiento.
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3.7.2 Tamafo de la cabeza

Se sabe que el tamafio de la cabeza esta relacionado con el desarrollo de los
individuos Trichoptera (Steinman, 2007). Es por ello que se midi6 esta variable
al inicio y al final de la experimentacion mediante el Estereoscopio trinocular
OLYMPUS ZX6, que incluye camara y el software OLYMPUS viewer 3
(Sanchez, 2018). Para una correcta medicion de la cabeza fue necesario

estimular a los organismos mas débiles con alimento (Figura 9) .

Figura 9. Captura de la medicion de la cabeza en la fase inicial. Tratamiento
1.8 mgL?

3.7.3 Tasade mortalidad

Este parametro se midi6 cada 12 horas durante las 96 horas de
experimentacion, y el criterio de medicién fue mediante conteo y observacion

del estado del individuo en la cajas petri.
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3.7.4 Analisis de datos

Se determiné mediante la prueba de Levene la normalidad de los datos .A los
datos con p (<0.5) se aplico el analisis de Kruskall-Wallis para datos no
paramétricos con el programa STATISTICA 10 de Dell Software . Para medir la
supervivencia se utilizo el analisis de Kaplan-Meier en el programa IBM SPSS
Statistics 2018. En cuanto a la clorofila se realiz6 un ANCOVA en donde se uso
el tiempo y nitratos como covariables, ademas de una correlacion entre dichas

variables para determinar su influencia.

4. RESULTADOS

4.1 Variables fisico-quimicas y de biomasa
4.1.1 Nitratos

En el analisis de nitratos se observa que en el caso de los tratamientos 2.7 mg
L1y 10 mg L? existi6é una tendencia al a una disminucién de la concentracion a
lo largo de la experimentacion. Existe diferencias significativas en los
tratamientos 2.7: (KW-H = 16.6455, p = 0.0340) y 10:(KW-H= 23.9259, p =

0.0024) (Fig. 10). Por otro lado, en los tratamientos 1.2 mg Lty 1.8 mg L se
evidenciéo un aumento gradual de la concentracién de nitratos a lo largo de la

experimentacion (Fig. 10).
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Figura 10. Concentracion de nitratos en diferentes tratamientos 1.2, 1.8, 2.7 y

10 mg L* durante el tiempo estudio.

41.2 Turbidez

Los niveles de turbidez presentan valores de entre 20 a 40 NTU en el primer

dia, estos valores van descendiendo progresivamente con el paso del tiempo

en todos los tratamientos como se aprecia en la Figura 11. Ademas la relacién

tiempo-turbidez es estadisticamente significativa en todas las muestras.
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Turbidez vs Tiempo
500
1.2 KWH(732)-50998 p= 06478
450 | 1.8: KW-H(7,32) = 1.7858, p = 0.9707 ||
2.7: KW-H(7,32)=7.3532, p = 0.3931
10: KW-H(7,32) = 13.063, p 0.0706
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Figura 11. Analisis de turbidez en diferentes tratamientos durante el periodo de

estudio.

413 Color

En el caso de la variable color, los tratamientos 1.2, 2.7 y 10 mg L™ tienen una
tendencia a disminuir el color durante el tiempo de andlisis (Fig.12). Ademas, el
tratamiento 10 mg L*. Sin embargo, en ningun tratamiento las diferencias son

significativas .
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Color vs Tiempo
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Figura 12. Analisis de color en diferentes tratamientos durante el periodo de

estudio.

414 Andlisis de laclorofilaa

Se calculd la clorofila obtenida por tratamiento con la formula descrita por Rios-
Touma y Encalada (2014). Los valores fueron analizados de manera individual
y en caso de obtener un valor negativo en E664b inmediatamente se
descartaba la medicién ya que la turbidez afecto el proceso. Por otro lado, si se
obtenida un valor de E665a mayor a E664b significaba la presencia de feofitina

o clorofila muerta, en tal caso el valor de la clorofila era de 0 ug/ cm2.

Clorofila a en agua

Para el analisis de clorofila se realiz6 una correlacibn de matriz entre la
densidad de la clorofila calculada con la variables fisico-quimicas medidas
(nitratos, turbidez y color), y las variables letales y subletales descritas
anteriormente. Como se observa en la Tabla 4. ninguna interacciéon de la



clorofila con las variables analizadas es significativa (p<0.05).

Tabla 4.

Matriz de correlacion de clorofila a en el agua

Variables Tiempo |Nitratos [Turbidez Color Mortalida
d
Clorofila }-.1018 .0113 -,0706 -.0816 -.0086
p=.423 p=.929 p=.579 p=.521 p=.946
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Se representd graficamente el comportamiento de la densidad de la clorofila
durante el periodo de estudio (Figura 13) , a través de un Mean Plot . Los
resultados no presentaron una diferencia significativa Estos resultados se
encuentran mas detallados en el Anexo 1.

Densidad de la clorofila vs Tiempo
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Figura 13. Cuadro de densidad de clorofila en relacion al tiempo\
Clorofila a en baldosas

Para el analisis de clorofila en baldosas se realizdé el mismo procedimiento
descrito anteriormente Como se observa en la Tabla 5. ninguna interaccion de
la clorofila con las variables analizadas es significativa (p<0.05).



Tabla 5.

Matriz de correlacion de clorofila a en las baldosas
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Variables [Tiempo Nitratos Turbidez  |Color Mortalidad
Clorofila  -.1187 .605 -,1380 -.0247 -.0995
p=.350 p=.635 p=.277 p=.847 p=.434

Se analiz6 a la vez, el comportamiento de la densidad clorofila en los
tratamientos durante los dias de estudio (Figura 14) , a través de un Mean Plot .
Los resultados no presentaron una diferencia significativa a excepcion de 1.8

(mg/L)

donde p=0.0052. Esto se debe a que hubo una alta presencia

de feofitina en los andlisis y es por eso que los resultado son 1.2 ug/cm2 desde
el tercer dia. Estos resultados se encuentran mas detallados en el Anexo 2.

Densidad clorofila vs Tiempo (dias)
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Figura 14. Comportamiento de la clorofila en

analisis.

baldosa durante los dias de
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4.2 Variables de medicién subletal

42.1 Mortalidad

La mortalidad se registr6 a partir de las 12 horas en todos los tratamientos,
durante el periodo de adaptacion (Figura 15). A diario se realizaron 2 fases de
conteo, a las 6am y 6pm y en cada conteo se registraban decesos en los

tratamientos. Al final del estudio, el tratamiento que registr6 mas individuos
muertos fue el 1.8 mg L-1, este resultado concuerda con el incremento de la
feofilina en el agua. En total del los 160 organismos que ingresaron,

sobrevivieron 71, es decir hubo una tasa del 60.7% de mortalidad.

Survival Functions

Concentracion
| 1.2.mg L1
: "18mg L1
{ 2.7 mg L1
08 Y, N 10 mg L-1

08 i

Cum Survival

04 ’

Hora

Figura 15. Grafica de mortalidad

4.2.2 Peso

La variable peso se midi6 al inicio y final de la experimentacién y el tratamiento
de 10 mg L fue el Unico que registr6 un aumento de peso en comparacion
con los demas tratamientos (Figura 16). Por otro lado, el tratamiento 1.8 mg L™*
registro un peso neto de -0.1001 g, producto de la muerte de la biomasa. A

pesar de esta variabilidad de datos ninguno presenta una diferencia
significativa.
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Figura 16. Peso neto de los individuos al final del estudio.

423 Ancho delacabeza

27

10.0

29

T Mean+0.95 Conf. Interval

Los valores del ancho de la cabeza ( Fig 17) presenta diferencias significativas

Unicamente en el tratamiento 2.7 mg L, esto se debe principalmente a que

hubo mortalidad (Fig 15) en todos los tratamientos.
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Figura 17. Comportamiento del ancho de la cabeza de los individuos al inicio y

final de la experimentacién en el tratamiento 2.7 mg L

4.2.4 Individuos que empupan

En el disefio experimental se contemplo esta variable, ya que debido al estrés
al cual se sometio a los Nectopsyche sp. se analizé la posibilidad que los
organismos formaran pupas. Sin embargo, al final del estudio se obtuvo O

pupas en todos los tratamientos.

5.DISCUSION

En este estudio analizamos al nitrato como el responsable de generar cambios
en la biomasa del perifiton y poblacién de macroinvertebrados. Sin embargo,
también se midi6 el comportamiento de este contaminante en el agua durante
el tiempo experimental y como resultado obtuvimos una alta variacién de este
factor. Li et al. (2016) en su estudio determinaron que el nitrato en una

concentracion de 6 mg Lt tiende a disminuir a partir del quinto dia (Anexo 3) .

el mismo comportamiento obtenido en este estudio con la concentracion mas
alta 10 mg L (Fig. 12).
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La reduccion significativa de la concentracion esta ligada con la influencia del
perifiton en el ciclo del nitrégeno, se ha demostrado que la biomasa del perifiton
estimula la desnitrificacion cuando las concentraciones de nitrato son altas.
Este proceso se da si el nitrbgeno se suministra mas alld de las necesidades
del productor, el exceso de nitrato tiende a ser inmovilizado en forma de
nitrégeno organico, o desnitrificado (Sedlak y Pehlivanoglu, 2003, Arango et al.
2007). Por otro lado, si el nitrato escasea y no suple las necesidades
alimenticias de los organismos, se produce eventualmente la descomposicion
de la materia organica y esto estimula el incremento la concentracién de
nitratos (Aguiar et al. 2011, Li et al. 2016) fendmeno que se observa en el
tratamiento con concentracién basal y 1.8 mg L. Por ende, estos cambios en

la concentracién estarian ligados al sustrato usado en esta experimentacion.

Los resultados de clorofila apresentan altos niveles de turbidez, este factor
fue determinante para el andlisis de los resultados obtenidos. Debido a los

vacios en los valores que nos generd la turbidez se decidi6 hacer una
correlacion entre la densidad de la clorofila con los demas parametros fisicos
guimicos y organicos medidos. El resultado de esta correlacion nos demostré
gue no existe ninguna asociacion significativo entre los factores analizados, es
decir, ni el nitratos, ni el color, ni el peso de los individuos se ven influenciados
por el comportamiento del perifiton. Estos resultados son distintos a los
obtenidos por Keppeler, Valenti y Pereira, 2012 o Filstrup y Downing, 2017. Un
factor que pudo haber sido el causante de estos resultados es la temperatura
en las unidades experimentales, si bien se describi6 en metodologia que el
agua debia estar en un rango de 12 a 14 grados. Sin embargo, la intensidad de
las luminarias usadas, o defectos en el aire acondicionado generaron
fluctuaciones en la temperatura . Este fendmenos es conocido como estrés
hidrico, esto genera es una fotosintesis muy reducida y por ende muerte de la

produccion primaria (Tozzi , Easlon y Richards ,2013).

En nuestra hipétesis plateabamos que, a mayor concentracion de nitrato la
biomasa de perifiton aumentaria y se esperaba que por consecuencia, la
poblacion de Nectosyche sp. se viera beneficiada por la proliferacion de
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alimento. Ademas, se esperaba que se generen alteraciones en las variables
fisicas de los individuos como el peso y ancho de la cabeza. Sin embargo, este
fenémeno solo se dio en el tratamiento de mayor concentraciéon (10 mg L) .
En el control y los primeros dos tratamientos (1.2 mgmg L, 1.8 mg Lt y 2.7
mg L), hubo una notable disminucioén en el peso neto de los individuos, pero
no es significativa. Esta variacion en los pesos podria deberse a la cantidad de
materia organica disponible (Hove-Jensen, Zechel, y Jochimsen, 2014,
Sanchez, 2017), ya que en el tratamiento de 1.8 mg L?! hubo una Ila

disminucion significativa del perifiton, a diferencia del tratamiento de 10 mg L-1.

En los tratamiento 1.8, 2.7 y 10 mg L existi6 un aumento del ancho de la
cabeza, la cual fue significativa solo para 2.7 mg L' . Este parametro no se
pudo determinar en 1.2 mg L* debido a la muerte del 55% de los individuos

gue fueron sometidos a esta concentracion basal.

Durante el desarrollo del estudio no se formaron pupas en ningun tratamiento
Esto se pudo deber a que los individuos no se les indujo el suficiente nivel de

estrés para provocar la formacién de pupas (Jimenez, 2010; Koscinczuk, 2014).



33

6. CONCLUCIONES Y RECOMENDACIONES

6.1 Conclusiones

Tomando en conjunto todos estos resultados obtenidos se concluye que la
presencia de nitratos crea un desequilibrio en el medio acuatico. El tratamiento
con concentracion basal se comporté de forma normal, hubo tanto muerte de
del perifiton y de los individuos de Nectopsyche sp. debido a que no se
incrementaron los nutrientes. Sin embargo, una vez que se afiadio nitrato en el
agua los tratamientos comenzaron a presentar la respuesta esperada del
estudio. La clorofila a disminuyé en el tratamiento de 1.8 mg L* de nitratos y
aumento en los tratamientos de 2.7 y 10 mg L, este resultado se vio ligado a
la supervivencia de los individuos debido a que la presencia o ausencia de
clorofila implica la existencia de una fuente de alimento para los organismos.
Se penso6 que las variables subletales se verian afectadas progresivamente de
forma positiva dependiendo de la concentracion, es decir , en 1.2 mg L se
veria una disminucion peso de individuos, y lo opuesto se esperaba para 10 mg
L' . No obstante, el tratamiento intermedio de 1.8 mg L llamé la atencién al
ser el mas bajo de todos en cuanto a la variable peso, lo que podria deberse a

la biodisponibilidad del nitrato en esta concentracion.

6.2 Recomendaciones

Se debe prever accidentes o influencia de terceros en el area de trabajo con el
fin de tener equipos de repuesto disponibles para continuar con el analisis de

datos y de esta forma evitar los vacios en los resultados.

Se debe revisar de manera constante la temperatura del ambiente y del agua,
especialmente cuando se trabaja con los macroinvertebrados, para evitar un
shock térmico que reduzca la supervivencia de los individuos. El uso de ice
pack durante el dia, evita que el agua se caliente demasiado debido a las

luminarias.
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La informacion obtenida en este estudio demuestra que el enriquecimiento de
un cuerpo de agua con nitratos, provenientes de actividades antropogénicas
tiende a desequilibrar el medio. Los cambios poblacionales, por ejemplo, fueron
observados a partir de 1.8 mg L por lo que se recomienda considerar estos

resultados para futuros cambios en la legislacibn ambiental ecuatoriana.
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Dia1 Dia2 Dia5 Dia6

Clorofila Clorofila Clorofila Clorofila
Q:S__nmn&_. e664b ©665a pgem?  opedp e665a pOCmM?  egp4p  e665a pocm?  egpqp e665a  pg cm?
mg L’

12 0001 0001 0 0003 0002 3 0002 0002 0 0002 0003 0

0010 0003 20 0006 0.000 17 0.001  0.004" 0

18 _ : _ oooer 009 0

27 0.009 0.000 25 0.002 0.000 5 -0.006* -0.005* 0 -0.002 0.007* 0

10 0003 0000 8  gopg 0003 17 0006  0.003 8 0002 0

0.002*

ANEXO 1. Resultados del analisis de clorofila a de los diferentes tratamientos
(2.2, 1.8, 2.7 y 10 mg L-1) durante los dias de experimentacion en el agua.

Notal: El resultado negativo en e664b, * indica turbidez en la muestra durante la medicion.
Nota 2: En la columna e665a, * indica que la presencia feofitina



Dia7 Dia 8 Dia%
Clorofila Clorofila Clorofila
nc=nm:njn5: ef6db e665a pgcm?  eggdb e665a pOocm?® ggg4p e665a  po cm?
mg L-
0 ~0.002 0 ~ 0004 0 0.000 0.009* 0
0.005* 0.001*
1.8 0.002 0.005* 0 0.002  0.000 i] 0.001  0.004* 0
27 0.002 -0.002 11 0004 0.003 3 0.012 0.009 8
10 i 0.002* 0 0.004 -0.001 14 0.009 0.005 11

0.003*




Anexo 2. Resultados del analisis de clorofila a de los diferentes tratamientos

(1.2, 1.8, 2.7 y 10 mg L-1) durante los dias de experimentacion en baldosas.

Dia7 Dia 8 Dia9 Dia 10
Corll':cerﬁracmn Clorefila pg Clorefila pg Clorofila pg Clorofila pg
g e664b  e666a cm” e664b  e€6Ba cm” e664b  e665a cm™ e664b e665a cm”
1.2
0.001 0.000 3 0.000 0.000 0 0.000 0.000 0 0.000 0.000 0
1.8 0002 {qoas 14 0004 4 q5pae 20 0001 0.000 3 0.000  0.000 0
2.7 0.003 0.002 3 0.000 0.000 0 0.001 0.003 0 0.003 0.000 8
10 .
0.011 0.003 22 0.007 0.002 14 0.000 0.005* 0 0.015 0.000 42

Notal: El resultado negativo en e664b, * indica turbidez en la muestra durante la medicion.

Nota 2: En la columna e665a, * indica que la presencia feofitina (Clorofila degrada) en el

agua fue mayor que clorofila a.



Anexo 3.Variacion de nitrdgeno en medio de cultivo bajo diferentes fuentes de

N. Tomado de Li et al. 2016
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