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RESUMEN

El proceso de eutrofizacion esta ligado a la carga de nutrientes que a menudo
se asocia a actividades antropogénicas. El fésforo limita el crecimiento de algas,
lo que resulta en una baja productividad En Ecuador, no se han desarrollado
estudios experimentales sobre los efectos de la contaminacion por fésforo en
ecosistemas andinos acuéticos a diferentes concentraciones. El objetivo de
esta investigacion fue evaluar la relacion entre el cambio en la biomasa del
perifiton y el impacto en el ciclo de vida de los macroinvertebrados acuaticos
(Nectopsyche sp.), utilizando diferentes concentraciones de fosfato. Para este
estudio fue disefiado un experimento de microcosmos empleando cuatro
tratamientos basado en las concentraciones de fosforo relacionadas con el uso
agricola-ganadero y el uso del suelo urbano de la cuenca del rio Guayllabamba.
También se consider6 el valor maximo permisible segun la Normativa
Ecuatoriana. El proceso de colonizacién de algas en biopelicula comenzé 14
dias antes del experimento, para garantizar la presencia de perifiton en cada
tratamiento. Los resultados indicaron un aumento de biomasa debido al
enriquecimiento con fosfatos. Existi6 mayor acumulacion de productores primarios, y
fuerte disminucion de componentes de materia organica, debido a que el sistema
cambio a ser ligeramente autotrofico. La conductividad se incrementod tanto en
el tiempo como en los distintos tratamientos por evaporacion de agua en
microcosmos. Con respecto a las variables subletales como el ancho de cabeza
o el peso de los individuos, hubo un aumento en todos los tratamientos. Siendo
estadisticamente significativos el ancho en los tratamientos de 1y 10 mg/L. Las
tasas de mortalidad de los individuos fueron mas altas en el tratamiento de 20
mg/L donde registré un 35% de organismos muertos de la poblacién total. En
conclusién, a medida que aumentan las concentraciones de fosfatos en los rios
contaminados, la tasa de supervivencia de Nectopsyche se ve afectada
negativamente. Esto podria deberse a los cambios registrados en la
conductividad que afectan a los procesos de osmoregulacion y atrofia de los

Organos respiratorios.



ABSTRACT

The process of eutrophication is linked to nutrient loading that often is associated
to anthropogenic activities. Phosphorus constraints algae growth, resulting in a
low productivity. In Ecuador, no experimental studies have been carried out on
the effects of phosphorus pollution on aquatic Andean ecosystems at different
concentrations. The objective of this research was to evaluate the relationship
between in periphyton biomass concentrations change and aquatic
macroinvertebrate (Nectopsyche sp.) life history impact under different
phosphate concentrations. Microcosm experiment was designed using four
treatments based on phosphorus concentrations related to agricultural-livestock
and urban land use of the Guayllabamba river basin. The maximum permissible
value according to Ecuadorian regulations was also considered. The algal biofilm
colonization process started 14 days before the experiment, to guarantee the
presence of periphyton on all treatments. The results indicated an increase in
biomass due to phosphate enrichment. There was a higher accumulation of
primary producers and a strong decrease in organic matter components,
because system changed to be slightly autotrophic. Conductivity increased in
both time and in the different treatments by water evaporation in microcosms.
With respect to sublethal variables such as head width or weight of the
individuals, therewas an increase in all treatments. Being statistically significant
the width in 1 and 10 mg/L treatments. The mortality rates were higher in 20 mg/L
treatment with a 35% dead organisms of the total population. In conclusion, as
concentrations n phosphate polluted rivers increase, the Nectopsyche survival
rate is negatively affected. This could be due to conductivity changes that

affects osmoregulation processes and atrophy of respiratory organs.
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1. CAPITULO I. INTRODUCCION

1.1. Antecedentes

El agua es una fuente indispensable en la vida de los seres vivos y un recurso
valioso para su desarrollo en cualquier ambiente. Pero, actualmente estamos
inmersos en una crisis que provocan presiones sobre los recursos hidricos. Esto
se debe al crecimiento acelerado de la poblacion y los ecosistemas urbano-
industriales que afectan a la biodiversidad (Ghersa, 2007), la cual crece para el
desarrollo econémico y con poco control en las practicas de gestion ambiental
(Senante, Sancho & Garrido, 2012). Los rios terminan siendo los ecosistemas
mas afectados debido al incremento de contaminantes, por las descargas que
provienen de la infraestructura urbana y que han dado como resultado la
degradacion de la calidad del agua en rios altoandinos (Carpenter, et al., 1998).
El aporte de aguas residuales, contienen altas concentraciones de fosfatos, que
ocasionan un decrecimiento en la calidad ecolégica de los rios (Feuchtmayr et
al., 2009).

Cuando un medio acuatico esta ligado con fuentes antropogénicas de nutrientes
como fosforo y nitrégeno, son capaces de producir un proceso de eutrofizacion
(Camargo, 2007), causando que el agua cambie sus caracteristicas
fisicoquimicas (Paredes & Ramos, 2014). El enriquecimiento de las aguas por
altos niveles de nutrientes ayuda a que las algas crezcan, y estas a su vez
disminuyen la disposicién de oxigeno en el agua, provocando un cambio de
estado en los ecosistemas acuaticos, y con ello eliminando la escasa flora y

fauna que existe (Navalpotro et al., 2009).

Las actividades humanas que aportan fosfatos provienen de los desechos
urbanos, ya sea por el uso doméstico, industrial, residuos agricolas, o como
detergente de uso industrial y doméstico (Putz, 2008). La mayor parte de tiempo
estos desechos son llevados a los rios, arroyos y lagos, provocando un dafio al
ambiente a nivel mundial (Lavie et al., 2010). En el Ecuador se realizaron

estudios en los rios de la cuenca alta del Guayllabamba, los cuales tienen



una alta cantidad de residuos urbanos (Guilcatoma, 2018). Por ejemplo, los
fosfatos en zonas urbanas oscilan entre 0,52 a 36,70 mg/L, mientras que en las
zonas rurales varian de 0,17 a 0,94 mg/L, lo que hace suponer que el primer
uso del suelo aporta mas fosfatos por uso de detergentes, aportes de materia
organica, fertilizantes y minerales del suelo (Checa, 2018). Los ecosistemas
acuaticos son contaminados y los procesos de alteracién del medio acuético

como la eutrofizaciéon, son mas frecuentes.

Los procesos de contaminacion en rios andinos son mas frecuentes en el
transcurso de los afos, debido a la falta de control ambiental y exceso de
actividades antropogénicas, las mismas que han dado origen a procesos de
contaminacién como la eutrofizacion (Yuan y Pollard, 2015), causando que los
organismos presentes en rios altoandinos puedan morir y de esta manera
provocan que la estructura de las comunidades acuaticas sufra alteraciones
significativas (Wetzel, 2001).

En Ecuador los estudios realizados por: Carrera (2013), Checa (2018) y
Guilcatoma (2018), entre otros muestran que solo pocos rios sobrepasan el
maximo permisible de fosfatos, es decir, 10 mg/L que es la concentracion
maxima de fosfatos permitida por la normativa del Tulsma Libro VI Anexo I,
verificado por el Ministerio del Ambiente con respecto a las descargas liquidas a

un cuerpo de agua dulce (Ministerio del Ambiente - Ecuador, 2017).

1.2. Justificacion

La contaminacién a causa del aumento de nutrientes en rios ha generado el
proceso de eutrofizacion, que altera los ambientes acuaticos en lugares con
altos contenidos de nutrientes, afectando la relacion que existe entre la carga de
nutrientes, la biomasa de algas, oxigeno disuelto y turbidez de los cuerpos de
agua. Por ende, se produce un desequilibrio en la productividad y las funciones

ecosistémicas acuaticas (Pradesh, 2005, pp. 459- 462).



En la actualidad han incrementado la cantidad de ecosistemas acuéticos alto
andinos que muestran disminucién en la calidad de agua, cambiando su
composicion biolégica (Kiersch et al., 2004, p. 829). Siendo estos los que
aportan diversidad de flora, fauna y un rol ecolégico fundamental para el
desarrollo y sustento de la vida acuética.

Asi como en Perd, ciertos ecosistemas acuaticos que se encuentran a mas de
3800 m de altitud, registraron crecimiento de algas, alterando a las funciones
del agua (Samanez & Lopez, 2014, p.224). De igual manera, en Tucuman
(Argentina) la relacion entre el estado trofico y las alteraciones fisicoquimicas
de embalses han producido un aumento de 66 taxones de algas en cuerpos
hidricos, puesto que evidencia altas concentraciones de biomasa de fitoplanton
(Seeligmann & Tracanna, 2009, p.109). Otro ejemplo existente se encuentra en
Ecuador, siendo los ecosistemas mas afectados los rios alto andinos, como
consecuencia de las actividades antropogénicas, como la deforestacion,
agricultura, expansion agricola, la mineria, actividades domeésticas etc.
(Ordofiez, 2011, pp.3-4).

La presencia de fosfatos en los ecosistemas acuaticos ha sido un problema
recurrente de la contaminacién por aportes de materia organica. La presencia
de este compuesto, es producto del uso de detergentes o fertilizantes y
agroquimicos fosforados de zonas aledafias a los cuerpos hidricos (Institute for
Water Quality, Resources & Waste Management, 2012, pag. 27). Una actividad
gue frecuentemente realiza la poblacion mundial es la agricultura, para lo cual
se necesita abonos minerales que contienen alto contenido de fosfatos, y de
esta forma mejorar las condiciones de los cultivos, que a su vez conlleva a tener un
incremento de nutrientes que son vertidos en aguas superficiales por

escorrentia (Putz, 2011, pag. 2).

1.3. Alcance

El presente trabajo de investigacién se realiza de forma experimental, en las
instalaciones de la UDLA en los laboratorios de la Direccibn General de

Investigacion. Para este estudio se usaron microcosmos, como unidades



experimentales que simulan las condiciones del rio. En la experimentacion se
demostro los efectos de distintas concentraciones de fosfatos sobre la biomasa
del perifiton, asi como los efectos letales y subletales sobre un tipo de
tricoptero del género Nectopsyche.

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo General

> Determinar los efectos del incremento de fosfatos sobre la biomasa del

perifiton y macroinvertebrados acuaticos en un sistema experimental.

1.4.2 Objetivos especificos

» Analizar los cambios en la biomasa del perifiton a diferentes
concentraciones de fosfatos, mediante la medicion de clorofila.
> Definir los efectos subletales de Nectopsyche a nivel morfologico en

distintas concentraciones de fosfatos.
1.5 Hipotesis
1.5.1. Hipdtesis Alternativa

El aumento de fosfatos incrementa la acumulacion de biomasa del perifiton,

mejorando las posibilidades de supervivencia de Nectopsyche sp.

1.5.2. Hipdtesis Nula

El aumento de fosfatos no influye en la acumulacion de biomasa del perifiton,

por lo que la supervivencia de Nectopsyche sp., no sufrira cambios.



2. CAPITULO Il. MARCO TEORICO

2.1 Eutrofizacioén

La eutrofizacién es el incremento de nutrientes presentes en el agua, siendo los
compuestos de fosforo y nitrégeno los mas importantes (Rivas, 2009). Este
proceso genera un elevado crecimiento de algas, dando paso al incremento de
ciertas especies en floraciones algales, para luego seguir con la propagacion,
senescencia y descomposicion (Pozo, 2011). El enriquecimiento de las aguas
por nutrientes disminuye la concentracion de oxigeno disuelto (Hoback y
Stanley, 2001), ademas, genera perturbaciones en el equilibrio de los
organismos presentes en el agua, y por ende afectando a la calidad fisica y
guimica de la misma (European Commission Directive, 1998). De esta manera,
la eutrofizacion se considera un problema importante que en la actualidad la
gestion de aguas superficiales tiene que enfrentar (Smith & Schindler, 2009),
ademas de representar una amenaza en el futuro de la salud humana y los

cuerpos hidricos (Kennish & De Jonge, 2012).

En nuestro pais al igual que en el resto del mundo se evidencia problemas de
contaminacion en los ecosistemas acuaticos, debido a las actividades humanas
gue originan descargas de aguas residuales, tales como: fertilizantes, productos
de limpieza, detergentes, es decir, descargas industriales y domésticas que han

originado procesos de eutrofizacion (Checa, 2018).

2.2 Crecimiento de la biomasa de Perifiton

El perifiton es una comunidad compleja de microbiota (algas, bacterias, hongos,
animales, detritos organicos e inorganicos) que se encuentra adherida a un
sustrato que puede ser organico o inorganico (Wetzel, 1983). El perifiton
desempefia un papel fundamental en los ecosistemas acuaticos al ser
responsables de la fijacion de carbono inorgénico, asi mismo, ayudan en el
reciclaje de nutrientes y por sus caracteristicas ecoldgicas, son utiles como

bioindicadores de la calidad del agua (Roldan y Ramirez, 2008).



El rol fundamental del perifiton radica en los procesos de transferencia de
energia, por lo que es importante estudiar desde la perspectiva ecolégica, asi
como también el punto de vista ambiental, debido a que la estructura y
composicion sirven como indicadores de calidad de agua y contaminacion en
rios (Montoya & Aguirre, 2013). Es importante mencionar que tiene un periodo
de vida corto y su funcionamiento es alto, por lo que actla aceleradamente alas
modificaciones ambientales y trabajan como sensores confiables y sensibles de
estas (Rodrigues, Zanon, Carapurnala, & Biolo, 2008).

En los ecosistemas acuaticos el perifiton cumple un rol muy importante debido a
gue entrega metabolitos organicos a distintos individuos, contribuyendo al
incremento de la biomasa, que sera utilizada por macroinvertebrados, lo que
mejora el funcionamiento de ciertos ecosistemas, los cuales pueden ser de
origen natural o antropogénico (Azim et al., 2005). El perifiton es un
abastecedor de alimento ya que tiene minerales, proteinas y vitaminas, para
organismos consumidores, que raspan la parcela de la flora donde se desarrolla
el perifiton (Rodrigues et al., 2003; Moschini, 1999).

2.3 Fosfatos

Se considera al fosforo como un componente esencial para el crecimiento de
organismos acuaticos, este elemento se localiza en pequefias cantidades en rios
y lagos, mientras que el nitrégeno y carbono se encuentran en cantidades
abundantes. De esta manera, el crecimiento excesivo de algas en rios, en la
mayor parte de casos se puede reducir o impedir limitando solo la provision de
fésforo. La limitacion de nutrientes explica la dinamica de crecimiento del
fitoplancton y escasez de biomasa, ademas, es un factor denso-dependiente
efectivo para que la poblaciéon regrese a un estado estable después de una
perturbacién, (Arthur, 1987). Existen tres formas de fosforo: particulado
(organico), ortofosfatos e inorganico (polifosfatos), los cuales tarde o temprano
se descomponen en el agua en forma de ortofosfatos (Glynn, Heinke &
Escalona, 1999, pp. 318).



Por otro lado, actualmente se estd explotando a gran escala los depdsitos con
roca estatica, ya que el fésforo se halla en los sedimentos, y asi, se lo puede
usar para la elaboracién de fertilizantes que son utilizados en la agricultura
(Raven, Evert & Eichhorn, 1992, pp. 535).

Existen minerales como la fosforita y el apatito que contienen cantidades de
fésforo, que llega a representar el 11% de la masa de la litosfera, y como ya se
dijo aparece de manera compuesta en la naturaleza (Beyer & Fernandez, 2004,
pag. 194), constituyendo el 77 por ciento de la produccién de todo el mundo de

minerales.

El fosfato es un mineral que se encuentra presente en la composicion de los
detergentes, los mismos que funcionan como blanqueadores, siendo
contaminantes que no se descomponen facilmente por la actividad bacteriana,
puesto que poseen una cadena alquilica larga y adicionalmente sales de acidos
sulfénicos. De esta manera impiden el proceso de fotosintesis en los
ecosistemas acuaticos y ademas provoca que los macroinvertebrados tengan
problemas en las branquias, ocasionando la muerte temprana de los mismos
(FCEA, 2007).

En nuestro pais, es frecuente que cerca de rios alto andinos, existan
asentamientos poblacionales que normalmente se dedican a la agricultura y
ganaderia, la cual es fuente de contaminacion difusa provocada por estas
actividades y es la causa principal del deterioro de la calidad de sus ecosistemas
acuaticos, ya que aportan grandes cantidades de fosfato que causan procesos

de eutrofizacion (Fernandez, 2011).
2.4 Métodos de experimentacion con comunidades acuaticas

Los métodos de experimentacion son utilizados para imitar la realidad de un
habitat acuatico en un laboratorio. Unidades experimentales que normalmente
son utilizadas en laboratorio son los mesocosmos Yy MICrocosmos,
principalmente para realizar estudios ecotoxicolégicos y ecoldgicos, éstos se

componen por elementos que se hallan en sistemas naturales (Cafiedo-



Arguelles et al, 2013). Posteriormente con estos sistemas se puede determinar
los efectos que producen los contaminantes ambientales presentes y con esto
analizar su efecto sobre los organismos de estudio, considerando todas las
variables presentes (Ramos, 2010). Son sistemas que son puestos a prueba y
se implantan de forma artificial, para esto se plantea una hipotesis que relaciona
la interaccion de los individuos con la alimentacién, o sobre los efectos que posee

un quimico en el ambiente (Caquet et al., 2000).

Un método que se usa con frecuencia son los mesocosmos, puesto que nos
permiten separar los efectos que presentan los diferentes contaminantes del
medio, y de esta forma mantener un control de las condiciones experimentales,
por este método se conoce de una manera mas rapida el destino del toxico, por
su efectividad a gran escala (Cafiedo-Arguelles et al. 2012). Segun Schindler
(1987) afirma que esta unidad experimental aparenta ciertas caracteristicas
reales de su ambiente original, sin embargo, debido a su disefio la precision al

momento de extrapolar los resultados siempre conlleva un margen de error.

Otro de los métodos de experimentacion son los microcosmos, ya que es un
sistema experimental que puede ser usado en laboratorio con alta efectividad.
Puesto que trata de representar procesos con muestras que se obtienen del
medio acuatico, y de esta forma se puede examinar el fin que tendra el
contaminante y como esto afecta a los organismos (Van Leeuwen & Vermeire,
2007). Los microcosmos también se usan para medir ciertos parametros
ecolégicos que tienden a afectar la rutina de las poblaciones, la biodiversidad, el
ciclo de los nutrientes y la forma de respuesta de la poblacién frente a cambios

de ciertas especies que son mas perceptivas (Murialdo, 2016).

2.5 El género Nectopsyche s.p (Leptoceridae-Trichoptera)

Las larvas que pertenecen al orden TrichOptera son componentes
indispensables en la fauna de invertebrados benténicos de rios y quebradas.
Este grupo por su alta capacidad para trabajar con diferentes materiales y por

elaborar lugares temporales seguros, son muy reconocidos, y de esta manera



son llamados los arquitectos del agua (Wiggins, 2004). Tienen una funcién de
intermediario en las cadenas troficas presentes de los rios y arroyos (Mackay &
Wiggins, 1979). Estas especies en su mayor parte son dependientes de fuentes
acuaticas para desenvolverse, puesto que originalmente viven en rios sin
presencia de contaminantes, con oxigeno suficiente, sabiendo que también se
desarrollan en ecosistemas lénticos, terrestres y marinos (Zamora, Bariain, &
Bonada, 2015).

El género Nectopsyche (Leptoceridae-Trichdptera), cuando se encuentran como
larvas, tienen antena corta y un color naranja oscuro, viven especialmente en
zonas rocosas, y pueden llegar a medir hasta 15 mm (Springer, Serrano, &
Zepeda, 2010).

Las pupas habitan y se desarrollan en puparios, los cuales son sus refugios
larvales o nuevas construcciones. Los adultos tienen pelos finos, alas
membranosas de colores llamativos, se encargan de triturar grandes partes de
tejido vegetal, ademas realizan una funcion muy importante en la recirculacion

de nutrientes y energia dentro del ecosistema acuatico (Gonzélez & al, 2012).

Este género es rico en especies, restringidas al nuevo mundo. Las larvas habitan
en ambientes tanto I6ticos como Iénticos y se los puede clasificar, ya sea por
cortadoras o recolectoras de deposito (Huamantico & Ortiz, 2010). EI género
Nectopsyche sp, por su parte, tienen también un alto potencial como indicadores
de la calidad de agua, ya que es posible obtener informacion derivada de su
presencia o ausencia, lo cual refleja el estado ecoldgico de su entorno (Everall
etal., 2017). Es asi, que en los ultimos afios se toma en cuenta con mayor interés
a este género, debido a su alta sensibilidad a las alteraciones ambientales y a la
contaminacién organica que son mencionadas en otros estudios, demostrando
su efectividad como buenos indicadores de la calidad del agua. (Rosenberg &
Resh, 1993).
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3. CAPITULO Ill. METODOLOGIA

3.1 Condiciones experimentales

Este trabajo fue realizado en el marco del proyecto de investigacién “Cambios
anatomofisiopatoldgicos y etoldgicos de los macroinvertebrados acuaticos como
efecto de la exposicién a contaminantes.

El sistema experimental estuvo compuesto de peceras de vidrio de forma
circular, con capacidad para 1.5Litros, que permitieron realizar el conteo de
macroinvertebrados desde todos los angulos.

Con el fin de mantener la cantidad de oxigeno del agua en la unidad
experimental, se utilizaron aireadores que permitieron mejorar los niveles

optimos de oxigeno disuelto (Figura 1).

Figura 1. Unidades experimentales adecuadas con tratamientos de fosfatos

para ofrecer un ambiente 6ptimo para el desarrollo de algas.

Debido a que se necesitaba controlar las condiciones Optimas de temperatura y
luminosidad en dichos sistemas experimentales, fueron ubicados en un cuarto
con climatizacién para mantener una temperatura ambiente en 16°C las 24 horas
en el transcurso de la experimentacidon para simular las condiciones naturales
del rio Alambi.

Se suministré luz a los microcosmos por 12 horas vy, las otras 12 horas en
ausencia de luz, con la ayuda de un temporizador, con el fin de simular

condiciones de periodos de luz.
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3.1.1 Colonizacién del Perifiton

De acuerdo a la metodologia de Aubriot et al., (2009) se procedié a preparar
una solucién que contenga alta concentraciéon de algas que se recolectaron del
rio Alambi, las cuales se obtuvieron producto del raspado de rocas por medio
de un cepillo de dientes. El agua con concentraciones de algas se
homogeneiz6 durante 30 segundos (1800 ml) y de alli fue dividida en dos
alicuotas de 900 ml y agregada en dos microcosmos, en donde se encontraban
las baldosas a colonizar.

El proceso de colonizacion se realizd 14 dias previos a la experimentacion, con
el fin de garantizar un perifiton estable. Se ubicaron 60 baldosas de 2 x 2 cm
(figura 2) que fueron colonizadas y posteriormente colocadas en cada unidad
experimental. Ademas, se realiz6 un seguimiento durante estos dias a la
comunidad del perifiton, para determinar los cambios en las primeras etapas de
este (Caballero, 2009).

Figura 2. Proceso de colonizacion dentro de microcosmos usando baldosas de

ceramica.

3.2 Disefio de la experimentacion con diferentes concentraciones de Fosfatos

Se disefid6 un sistema experimental usando al fosfato como variable
independiente. Para esto se plantedé tres niveles: 1, 10 y 20 mg/L de
concentraciones de fosfato (Figura 3), el cual se obtuvo adicionando fosfato di -

acido de potasio. Los valores bajo y alto de fosfatos fueron seleccionados con
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ayuda de revision bibliogréfica en funcidén de concentraciones relacionadas con
usos de suelo agricola/ganadero y urbano de la cuenca del rio Guayllabamba
(Checa, 2018). Mientras que el valor intermedio se selecciond en funcion del
Texto Unificado de Legislaciéon Ambiental Secundario (TULSMA), Libro VI Anexo
1 (Ministerio del Ambiente - Ecuador, 2017). Por otro lado, en cada tratamiento
con fosfatos se afadieron 10 larvas de Nectopsyche, dando un total de 200
macroinvertebrados que fueron parte del andlisis. Las mediciones se tomaron

cada 24 horas durante 5 dias continuos.

Control 1 molt 10 mpiL 20 mg
1 10 Nectosyche 10 Nectosyche 10 Nectosycho 10 Noctosyche
2 Control 1mol 10 mpL 20 mgl
10 Nectosyche 10 Nectosyche 10 Nectosyche 10 Nectosyche
w
o
.‘=’ 3 Controd 1mol 10 mpL 20 molL
% 10 Nectosyche 10 Nectosyche 10 Neclosyche 10 Nectosyche
[+4
4 Controd 1 mglL 10 mpL 20 gL
10 Nectosyche 10 Noctosyche 10 Nectosyche 10 Nectosyche
5 Controd 1mol 10 mpt 20 mgit
10 Nectosyche 10 Nectosyche 10 Nectosycho 10 Nectosyche
Control C1 c2 c3

Concentraciones

Figura 3. Tratamientos a distintas concentraciones de fosfatos: 1, 10 y 20 mg/L
mas el control, con 5 réplicas por tratamiento y 3 repeticiones por unidad

experimental.

3.3 Area de muestreo

Para ejecutar la experimentacion del presente estudio, se realizé el muestreo en
el rio Alambi (Figura 4), perteneciente a la subcuenca del Guayllabamba,
localizada a 18 Km de la ciudad de Quito, en la parroquia Nono de la provincia
de Pichincha. Este rio se encuentra en medio de un bosque hiumedo montano
bajo, que esta entre 2600-2800 msnm y, bosque muy hiumedo montano bajo,
gue se encuentra entre 2300-2600 msnm (Giacometti & Bersosa 2015). Este
sector posee cerca de un 73% de vegetacion natural, por lo que existe muy
poca contaminacién antrOpica y por ende se conserva en buen estado
(Secretaria de Ambiente del Municipio del DMQ, 2010).
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Figura 4. Rio Alambi, lugar de recoleccion de organismos del género

Nectopsyche y muestras de agua.

3.4 Recoleccion de muestras de agua

Se recolecté agua para poder utilizar en las unidades experimentales (1 litro por
cada sistema). También, se realiz6 la medicion de parametros tales como:
temperatura, pH y oxigeno disuelto en el punto de muestreo, para tener
conocimiento sobre las condiciones naturales del lugar, todo ello con la ayuda
de las sondas YSI PRO.

Dicha agua recolectada del rio se almaceno en 4 baldes con capacidad de 20
litros. El agua fue trasladada al laboratorio, donde se midié el fosfato basal, con

este valor se calcul6 la cantidad a adicionar en cada uno de los tratamientos.

3.5 Recoleccion de los individuos de Nectopsyche

Se recolectaron larvas de tricopteros del género Nectopsyche sp. Usando el
método de patada con una red D, en un tramo de rio. Se muestreé lugares con
vegetacion y presencia de hojarasca. Después de culminar el proceso de
muestreo, seguidamente se coloco los elementos del rio en bandejas de plastico,
con el fin de que se puedan identificar y recoger los organismos vivos (Arango,
Alvarez & Arango, 2009).

Se seleccionaron en campo las larvas del género Nectopsyche de estadio 4y 5

para evitar grandes variaciones en tamafio y peso (Sanchez, 2018).
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Posteriormente los individuos fueron trasladados al laboratorio en envases de
plastico llenos de agua, ademas de adicionar hojarasca del rio y fundas de hielo

para mantener una temperatura adecuada.

3.6 Analisis Fisico-quimicos

En la zona de muestreo se realizaron mediciones de: pH, temperatura, oxigeno
disuelto con sondas multiparametros YSIPRO, para analizar las condiciones
fisico-quimicas del lugar y poder adaptarlas en los sistemas experimentales.
Durante el experimento, se realizaron mediciones diarias de estos parametros y

también de fosfatos.

3.6.1 Medicion de Fosfatos

Para el analisis de los fosfatos, se empled el protocolo de Standard Methods
4500 en acido ascorbico (APHA, AWWA & WEF, 2017), el cual sugiere recolectar
25 ml de cada muestra filtrada en frascos de vidrio y ser cubiertos con papel
aluminio. En cada uno de los frascos se afadié 1 ml de reactivo “de fosfatos”,
luego 0,2 ml de acido ascorbico, seguidamente se mezclo y se dejo reaccionar
durante 45 minutos, evitando que las muestras entren en contacto con la luz.
Luego, se utilizo el espectrofotometro Shimadzu UVmini-1240 (Kioto, Japon),
para medir a 882 nm de longitud de onda, se leyd el blanco (agua destilada) y
después fueron colocadas cada una de las muestras para realizar su respectiva

lectura.

3.7 Variables de medicién bioldgicas (Biopeliculas)

3.7.1 Cuantificacion de clorofila a del perifiton

Para la medicién de la clorofila a en el perifiton, se realizé el raspado de la
superficie de la baldosa instalada en la etapa de aclimatacién del perifiton. El
material extraido se dividié por tercios (3/3): un tercio para medir clorofila, otro
tercio para materia organica y finalmente un tercio se guardd en formol al 4%

para futuros andlisis de algas. Después, en tubos de centrifuga con 10 ml de
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alcohol al 90% y envueltos en papel aluminio, se colocaron filtros Whatmann de
47 cm de diametro con clorofila, para evitar que se degrade la misma. Los
tubos de centrifuga con la tapa semi abierta fueron colocados en bafio Maria,
se calenté hasta lograr el punto de ebullicibn (durante 2 minutos), luego se
retiraron los tubos y se enfriaron a temperatura ambiente (Larrea, et al, 2015).
Las muestras fueron centrifugadas a 1500 rpm durante 10 minutos en la
centrifuga refrigerada Eppendorf 5804 R, y el sobrenadante se analiz6 en el
espectrofotometro a 665 y 750 nm. Después se acidific6 cada muestra
utilizando 0.1 mL de 0.1N HCL y se volvié a medir a 665 y 750 nm (Aubriot, et
al., 2009).

El cociente acido se calcul6 con la siguiente férmula:
[(A665 - A750) / (Aa665 - Aa750)] <17

Los valores deben estar entre un rango de 1,4 a 1,6, si el valor es menor, se
adicionara mas acido hasta esperar la degradaciéon de Clo a, sin embargo, si el
valor es mayor, es necesario realizar nuevamente la lectura, pero con menor

cantidad de acido.

La concentracion de clorofila se calcul6 con la siguiente ecuacion:

Clorofila a (mg/cm'z) =29, 6 [(Asss — A750) | (Aases — Aazso)] X (Ve /Vm) x L

El factor 29,6 se obtiene del cociente acido para la clorofila pura y del coeficiente
de extincion especifico en etanol. En donde Agss €s absorbancia a 665 y A7soes
absorbancia a 750 antes de realizar la acidificacién. Mientras que, Aasss €S
absorbancia a 665 y A,750 €s absorbancia a 750 con la muestra ya acidificada.
Por otro lado, Ve es el volumen de extracto (10 ml), Vm representa el volumen
total de la muestra y L representa la longitud de la celda de cuarzo que se utiliza

en el espectrofotometro (1 cm) (Aubriot, et al., 2009).

Para estimar la Feofiftina, se utilizé la siguiente ecuacion:

Feof (mg/cm™2) = 20,8 X (Aases — Aarso) X (Ve / Vm) x L — Clo a
En sintesis, las mediciones se realizaron durante 3 dias, el dia 1, 3 y 5 de

experimentacion.
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3.7.2 Materia Orgénica

Para medir la Materia Orgéanica se llené las % partes con extracto de algas en
cada crisol, éstos fueron numerados (para realizar un seguimiento a cada
muestra), seguidamente se colocaron en la estufa a 105 °C durante 24 h para
obtener el peso en seco. Luego, para obtener el peso de las cenizas, se ubicaron
los crisoles en la mufla a 500 °C durante 1 h, y finalmente se volvi6 a pesar. En
la mufla se inciner6 toda la materia organica y quedaron los residuos inorganicos,
es decir, el peso del crisol con ceniza. La masa seca (MS) se calculé como la
masa del material acumulado en la baldosa, mas el crisol, menos el peso del
crisol original. Mientras que la masa seca sin cenizas (MSSC) se calculo

restando la masa seca de la masa de ceniza residual (Hauer & Lamberti, 2006).

MSSC (mg/cm™2): E=B—D
3.7.3 indice Autotrofico

Para calcular el indice autotrdfico (IA) y saber cuél es el cociente entre la
biomasa del perifiton y la Clorofila a (Hauer & Lamberti, 2006), se utiliza la

siguiente formula:

IA = MSSC (mg/cm™2) / Clorofila a (mg/cm-2)

3.8 Variables de medicién biolégicas (Nectopsyche)

3.8.1 Peso del individuo

El peso de los individuos se realizé con la balanza analitica OHAUS Adventurer
(New Jersey, EE. UU) gue tiene una sensibilidad de aproximadamente 0.0001
gramos. Para realizar este proceso, se colocaron los organismos en cajas Petri
y fueron pesados de manera individual. Obteniendo al inicio y final de la

experimentacion los valores de los pesos.

3.8.2 Ancho de la cabeza del individuo
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La medicion también se ejecuté al principio y al final de la experimentacion en
toda la poblacion (figura 5), utilizando el equipo Estereoscopio trinocular
OLYMPUS ZX6, el cual tiene un software y una cdmara INFINITY 2. Ademas,
se utiliz6 papel milimetrado en el fondo del recipiente para tener mayor

resolucion en la presentacién de resultados.

F\

Figura 5. Imagen de la medicion de cabeza de Nectopsyche sp., en la fase

final.

3.8.3 Mortalidad

El criterio de medicion se realizé mediante el conteo y observacion de organismos, en donde
se verificoO el estado (vivo/muerto) de todos los individuos de cada unidad
experimental y se anoto6 los datos en los registros de mortalidad. Se realizo el

registro de estos parametros diariamente, durante 5 dias del experimento.
3.9 Analisis de Datos

Para evaluar las diferencias estadisticas de las variables respuesta (F-Q,
Biopeliculas y Nectopsyche), entre cada uno de los tratamientos y sus
repeticiones, se utilizé la prueba de Levene para determinar la homogeneidad
de varianza y, también se aplicé la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk (W),
para conocer si fueron o no estadisticamente significativas. En la mayoria de
los casos, no cumplieron con los supuestos de normalidad en la distribucion de
los datos, por ende, se utilizé la prueba ANOVA, mientras que en el resto de

casos se usaron las pruebas no paramétricas de Kruskall Wallis (KW). Estas
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pruebas fueron utlizadas para buscar diferencias significativas entre las
variables de respuesta, con la finalidad de identificar si existe un incremento o

una disminucion.

Para la supervivencia de macroinvertebrados se utilizo el andlisis de Kaplan-
Meier, usando los intervalos de tiempo, estado del individuo y concentracién
(fosfatos) (Arribalzaga, 2007).

Todos los andlisis de las variables se realizaron con el programa estadistico
Statistica software versién 13 y el programa IBM SPSS Statistics-version 25.
Posterior al ANOVA, se realizo el control de datos por medio de la prueba de
Tukey, mientras que en Kruskall Wallis, se utilizé la prueba Mann Whitney U-
Test, para identificar las diferencias dentro de los grupos homogéneos

formados, que resultaron significativos en las diferentes pruebas.

4. CAPITULO IV. RESULTADOS

4.1 Variables Fisico-quimicas

4.1.1 Fosfatos

Los fosfatos se midieron diariamente y se observé un decrecimiento entre el dia
1y 2. En los tratamientos de 20 y 10 mg/L el consumo fue mayor que en el
resto de tratamientos en el mismo periodo de tiempo. A partir del segundo dia
los valores en cada uno de los tratamientos empezaron a estabilizarse (Figura
6). Se evidencié una diferencia significativa entre los tratamientos (KW=
83.70398; p< 0.001), pero no a lo largo de la experimentacion (KW= 8.156910;
p>0.05).
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Figura 6. Concentracidon de fosfatos en los diferentes tratamientos propuestos
en el experimento: Control linea color azul, 1 mg/L linea color rojo, 10 mg/L
linea color verde y 20 mg/L linea color amarillo.

Las agrupaciones homogéneas en Tratamientos estan representadas con

letras de color rojo en la parte izquierda del grafico.

4.1.2 Temperatura

Se registraron diferencias en la temperatura, especialmente en el tercer dia que
los valores incrementaron. No obstante, el aumento de temperatura fue en todos
los tratamientos (Figura 7). Los resultados mostraron una diferencia
significativa en el tiempo (KW= 51.41553; p< 0.001), pero no entre los
tratamientos (KW= 3.675607; p> 0.05).

21.0

20.5 T
20.0
19.5
15.0
185
18.0
17.5
17.0
16.5
16.0
15.5

o— Control

——C-1

Temperatura (°C)

—0—C-10
C-20

Tiempo (Dias)

Figura 7. Temperatura en los diferentes tratamientos propuestos en el
experimento: Control linea color azul, 1 mg/L linea color rojo, 10 mg/L linea

color verde y 20 mg/L linea color amarillo.



20

Las agrupaciones homogéneas con respecto a Dias estan representadas con

letras de color azul en la parte superior del gréfico.

4.1.3 pH

Los resultados de pH mostraron que los valores iniciales fueron mayores a los
valores finales. Se observa un decrecimiento en los mismos, especialmente en
el dia 4 y luego al final del experimento los valores volvieron a incrementar
(Figura 8). Los valores mostraron una diferencia significativa en el tiempo (KW=
71.3761; p< 0.001), pero no entre los tratamientos (KW= 5.1840; p> 0.05).

pH
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Figura 8. pH en los diferentes tratamientos propuestos en el experimento:
Control linea color azul, 1 mg/L linea color rojo, 10 mg/L linea color verde y 20
mg/L linea color amarillo.
Las agrupaciones homogéneas en Dias estan representadas con letras de

color azul en la parte superior del grafico.

4.1.4 CONDUCTIVIDAD

Se evidencia en la Figura 9 un ligero aumento de los valores en el transcurso de
la experimentacién. Los niveles de conductividad presentan valores entre 126 y
138 uS/cm en el primer dia, luego van ascendiendo progresivamente con el paso
del tiempo en todos los tratamientos. Se evidencié una diferencia significativa
entre los tratamientos (KW= 49.10407; p< 0.001), y en el tiempo de
experimentacion (KW= 38.12497; p<0.001).
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Figura 9. Conductividad en los diferentes tratamientos propuestos en el
experimento: Control linea color azul, 1 mg/L linea color rojo, 10 mg/L linea
color verde y 20 mg/L linea color amarillo.

Las agrupaciones homogéneas en Dias estan representadas con letras de
color azul en la parte superior, mientras que en la parte izquierda del gréfico las

letras de color rojo se refieren a Tratamientos.

4.1.5 Oxigeno (mg/L)

Los valores de oxigeno registrados durante la experimentacion mostraron
variabilidad, se evidencio una tendencia a disminuir durante el tiempo de analisis,
sin embargo, en el dia 5, hubo un ligero aumento de oxigeno en el agua (Figura
10). En el tratamiento 20 mg/L se observo que el porcentaje de oxigeno fue
menor a diferencia del resto de tratamientos, mientras que en el tratamiento 10
mg/L existi6 una mayor presencia de oxigeno disuelto. Los resultados
evidenciaron una diferencia significativa en el tiempo (KW= 72.1792; p< 0.001),

pero no entre los tratamientos (KW= 2.1543; p> 0.05).
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Figura 10. Oxigeno (mg/L) en los diferentes tratamientos propuestos en el
experimento: Control linea color azul, 1 mg/L linea color rojo, 10 mg/L linea
color verde y 20 mg/L linea color amarillo.
Las agrupaciones homogéneas en Dias estan representadas con letras de

color azul en la parte superior del grafico.

4.2 Variables Respuesta de Biopeliculas

4.2.1 Clorofila

Al realizar la experimentacion se pudo analizar los valores de cada tratamiento
(Control, 1, 10 y 20 mg/L) con respecto a clorofila. En la Figura 11, se puede
visualizar el comportamiento de la clorofila con respecto al tiempo (dias). La
concentracion de clorofila fue cambiando, en los primeros dias empieza
aumentar, luego hay una disminucion. En el dia 1, el tratamiento de 20mg/L, es
el que presentaba mayor concentracion de clorofila, pero luego presenté una
disminucién en el transcurso del experimento, al igual que el resto de los

tratamientos.
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Figura 11. Densidad de clorofila en los diferentes tratamientos propuestos en
el experimento: Control linea color azul, 1 mg/L linea color rojo, 10 mg/L linea
color verde y 20 mg/L linea color amarillo.

Los resultados (Tabla 1), no presentan diferencias estadisticamente
significativas en los Tratamientos (Fs, 46=1.87; p> 0.05) ni en los Dias (F2,
48=2.49; p> 0.05).

Tabla 1.

Resultados de Analisis de la varianza (ANOVA) para determinar los cambios de

Clorofila durante el experimento.

Effect SS GDL MS F P
Concentracion  0.09109 3 0.03036 1.876 0.146243
Dias 0.08089 2 0.04045 2.499 0.092820
Conc*Dias 0.15791 6 0.02632 1.626 0.160500
Error 0.77695 48 0.01619 - -

4.2.2 Materia Organica

En la Figura 12, se evidencia el comportamiento de materia organica con
respecto al tiempo (dias). En el dia 1, se observa una mayor concentracion en el
tratamiento 1 mg/L, pero luego present6 una fuerte disminucién en el transcurso

del experimento, al igual que el resto de tratamientos.
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Figura 12. Cantidad de M.O con respecto al tiempo (dias) en la
experimentacion. Las agrupaciones homogéneas en Dias estan representadas

con letras de color azul en la parte superior.

Los resultados (Tabla 2), presentan una diferencia significativa entre los dias
de experimentacion (F, 4s= 12.85; p<0.001), por lo que se utiliz6 la prueba de

Tukey para identificar los grupos homogéneos formados en la experimentacion.
Tabla 2.

Resultados de Analisis de la varianza (ANOVA) para determinar los cambios de

Materia Organica durante el experimento.

Effect SS GDL MS F P
Concentracion 1.55672 3 0.51891 2.1130 0.110888
Dias 6.31522 2 3.15761 12.8580 0.000034
Conc*Dias 0.91997 6 0.15333 0.6244 0.709851
Error 11.78759 48 0.24557 - -

En este andlisis hubo una mayor cantidad de pérdida de masa de Materia

Organica en la concentracion de 1 mg/L (Figura 13). También, se calculé la
ecuacion exponencial (y:4.7183e'0-346x), en donde el valor de K=-0.346

representa la tasa de cuantos mg.cm'2 se pierden por dia.
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Figura 13. Pérdida de masa de M.O con respecto a la concentracion (Control,

1,10 y 20 mg/L) en la experimentacion.

4.2.3 indice Autotrofico

En este andlisis, se evidencia el comportamiento del indice autotrofico de las
algas, durante el tiempo d experimentacion. En el dia 1, se observa una mayor
concentracion en el tratamiento 1 mg/L, pero luego presentd una fuerte
disminucién en el transcurso del experimento, igual que en el resto de

tratamientos (Figura, 14).

2500.00
200000

1 50000
== Control

1A

—— ]
1000, 00
——C-10

C-20

0.00

Tiempa (Dias)

Figura 14. indice autotrofico durante el tiempo (dias) en la experimentacion.

A continuacion, en la Tabla 3 se detallan los valores obtenidos durante la

experimentacion en el indice autotroéfico.
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Tabla 3.

Resultados obtenidos del indice Autotréfico durante la experimentacion.

indice Autotréfico

O
o
7]

Concentracion

618.49
296.88
289.61
1496.99
332.11
350.07
1019.83
262.45
354.31
791.64
294.60
193.83

Control

1 mg/L

10 mg/L

20 mg/L

o Wk OO0 W REr O wkr o ow =

4.3 Variables Respuesta de Nectopsyche

4.3.1 Variables de Medicion Subletal

4.3.1.1 Peso de macroinvertebrados

El peso fue medido al inicio y al final de la experimentacién, habiendo un
incremento en todos, sin embargo, las que mas presentaron un aumento de peso
a diferencia del resto fueron las larvas de los tratamientos 1 y 10 mg/L (Figura
15).
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Figura 15. Peso neto de macroinvertebrados en la experimentaciéon con

tratamientos de fosfatos.

Las agrupaciones homogéneas en Dias estan representadas con letras de

color azul en la parte superior, mientras que en la parte inferior las letras de

color rojo se refieren a Concentracion.

Se realiz6 una prueba ANOVA (Tabla 3), los datos presentaron una diferencia

significativa en Tratamientos (Fs, 32= 41.15; p<0.001) y Dias (Fi, 32= 123.50;

p<0.001), por lo que se utilizé la prueba de Tukey para identificar los grupos

homogéneos formados durante la experimentacion.
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Tabla 4.

Resultados de Andlisis de la varianza (ANOVA) para determinar los cambios de

Peso de macroinvertebrados durante el experimento.

Effect SS GDL MS F P
Concentracion ~ 0.000064 3 0.000021 41.150 0.000000
Dias 0.000064 1 0.000064 123.503 0.000000
Conc*Dias 0.000001 3 0.000000 0.572 0.637351
Error 0.000016 32 0.000001 - -

Se debe afadir que existi6 una mayor tasa de aumento del peso neto en la

concentracion de 1 mg/L (Figura 16).

Tasa de Crecimiento Peso
0.0008
0.0007
0.0006
0.0005
0.0004
0.0003
0.0002

0.0001

0.0000
Control 1 10 20

Figura 16. Tasa de crecimiento (gr/dia) del peso neto de macroinvertebrados

en la experimentacién con tratamientos de fosfatos.

4.3.1.2 Ancho de las cabezas

En este analisis hubo un considerable crecimiento en el ancho de las cabezas
de los macroinvertebrados en todos los tratamientos, ya que la media de los
valores finales es superior a la media de los valores iniciales (Figura 17). Los
resultados presentaron una diferencia significativa en dias (KW= 24.5041; p<
0.001), comprobando que las medias muestreales son distintas, pero no,enlos
tratamientos (KW= 7.4824; p> 0.05).
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Figura 17. Ancho de la cabeza de macroinvertebrados en la experimentacién
con tratamientos de fosfatos.
Las agrupaciones homogéneas en Dias estan representadas con letras de

color azul en la parte superior.

En sintesis, existi6 una mayor tasa de crecimiento en la concentracion de 10
mg/L (Figura 18).

Tasa de Crecimiento Ancho

10 20

Control 1
Figura 18. Tasa de crecimiento (um/dia) del ancho de la cabeza de

2000
18.00
16.00
14.00
12.00
10.00
8.00
6.00
4.00
2.00
0.00

macroinvertebrados en la experimentacion con tratamientos de fosfatos.
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4.3.2 Variable de Medicién Letal

4.3.2.1 Mortalidad

La mortalidad fue registrada desde las 24 horas en cada uno de los
tratamientos, durante el periodo de experimentacion (Figura 19). Cada dia se
realiz6 un conteo en la mafiana y se registraban las muertes en los
tratamientos, de modo que al principio del estudio ingresaron 200 individuos en
total, 10 por cada microcosmo. Durante la experimentacion se obtuvo
diferentes porcentajes de mortalidad, en la concentracion del Control se
alcanzé6 un 24%, en la concentracion 1 mg/L murieron el 13%, en la
concentracion de 10 mg/L un 28% y en la concentracion de 20 mg/L se obtuvo
una tasa de mortalidad del 35%.

Funciones de supervivencia

10 TRATAMIENTO
: +
¥ ¢
¥ 1

A

Supervivencia acumulada

TIEMPOQ

Figura 19. Supervivencia de macroinvertebrados del género Nectopsyche en la

experimentacion a concentraciones de Control, 1, 10 y 20 mg/L.
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5. CAPITULO V. DISCUSION

En el presente estudio analizamos al fosfato como el factor responsable de los
cambios en la biomasa del perifiton, la supervivencia y crecimiento de una
especie de tricoptero bajo condiciones experimentales de enriquecimiento.
Ademas, durante el transcurso del experimento, que se realiz6 en microcosmos
usando agua, perifiton y larvas de Nectopsyche del rio Alambi, se pudo
determinar que controlar las concentraciones de nutrientes como el fosfato es

una tarea compleja.

La intencion del disefio experimental era de controlar los factores externos o
ambientales de manera que no se constituyan en variables que pudieran
confundir los resultados. La principal idea fue mantener todos los tratamientos

por igual en cuanto a sus variables fisico-quimicas.

En la experimentacion se analizaron caracteristicas fisico-quimicas
(temperatura, pH, conductividad, oxigeno disuelto) que estuvieron presentes en
el agua de los microcosmos. De esta forma, se determiné una variacion de los
valores en los datos fisicoquimicos que se analizaron. Se esperaba que
sucedieran cambios debido a la complejidad del caso, sin embargo, se trataron

de mantener las constantes de las variables.

En la temperatura, se mantuvieron iguales entre los tratamientos a lo largo de
los 5 dias del experimento, pero variaron dia a dia, en especial en el tercer dia,
ya que fue mas caliente que en el primer y quinto dia, debido a fallas técnicas
relacionadas con el aire acondicionado, pero es importante mencionar que
como todos los tratamientos variaron similarmente, este factor no deberia

afectar al experimento.

En el pH, también se mantuvieron iguales entre tratamientos durante los 5 dias
de experimentacion, aunque hubo una variacion diaria, ya que desde el
principio se evidencié un decrecimiento en los mismos, especialmente en el dia

4 y luego al final del experimento los valores volvieron a incrementar. Esto se



32

podria deber a la cantidad de nutrientes y actividad bacteriana. Diferentes
investigaciones analizan que el pH en el agua, llega a ser determinante en la
distribuciéon de macroinvertebrados acuéticos, debido a que los organismos
presentan mayor sensibilidad (Morelli y Verdi, 2014), pero las pequefias
variaciones observadas en el ensayo ocurren en todos los tratamientos por

igual, pero se pueden considerar insignificantes.

La cantidad de oxigeno disuelto es importante para descomponer la materia
organica e interferir en la actividad fotosintética de las algas (Ortega et al.,
2018). En los resultados, no se observan diferencias significativas entre
tratamientos, pero si hubo entre dias, a pesar de que existieron cambios notables,
los valores mas bajos (6.70-7 mg/L) no limitan ninguna actividad. Ademas, los
valores obtenidos son adecuados para los procesos biologicos en sistemas
aerobicos y no constituyen un factor limitante ni para la actividad fotosintética ni

para la supervivencia y crecimiento de macroinvertebrados.

Las unidades experimentales sufrieron continuas modificaciones, como
evaporacion de agua, las cuales provocaron cambios en la concentracion de
sales y disolucion de diferentes compuestos, como lo que sucedié en el
tratamiento de Control (Hunnam et al., 1991). Es por ello, que los procesos de
evaporacién en microcosmos incrementan la salinidad en el agua, ya que al
disponer de un menor volimen de agua las sales se concentran (Ramirez,
2004), causando un aumento en la conductividad de los tratamientos a lo largo
de la experimentacién. En algunos estudios, éste fendmeno de aumento de la
conductividad por evaporacion, se controla ajustando dia a dia los volimenes

de agua en el sistema, pero no se hizo en este experimento.

En los fosfatos, se observd un decrecimiento entre el dia 1 y 2. En los
tratamientos de 20 y 10 mg/L el consumo fue mayor que en el resto de
tratamientos en el mismo periodo de tiempo. A partir del segundo dia los
valores en cada uno de los tratamientos empezaron a estabilizarse. El fosforo
se presenta en combinacion con la materia organica en diferentes formas, tales

como: nucledtidos, polifosfatos, etc.,, es por ello que se convierte en un
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nutriente muy importante, el cual contribuye al crecimiento de algas y en otras
condiciones provoca la eutrofizacion en lagos o rios altoandinos (Correia et al.,
2013). En ecosistemas acuéticos, el fosforo se encuentra como fosfato, el mismo
gue es un nutriente limitante, debido a que, si se usa en exceso, el crecimiento
de las algas se detiene, a pesar de la cantidad de nitrégeno disponible (Spellman,
2014).

EFECTO DE LA ADICION DE FOSFATOS SOBRE LAS BIOPELICULAS.

La clorofila-a mostré una tendencia a aumentar en el tratamiento con fosfatos
de 20 mg/L, siendo la concentracion mas alta en el experimento. Un estudio
similar, se presento en la experimentacion en microcosmos de Schindler (2012), ya

gue, a mayores concentraciones de fosfatos, produjo una clorofila mas alta.

Ademas, al medir la clorofila se observé que no hubo una relacion con la
cantidad de materia organica. El fosfato proporciona alimento a los productores
primarios, pero en exceso se convierte en un contaminante (Ferrer, Cony, &
Piccolo, 2012). Existié un consumo preferencial de Nectopsyche que disminuyo6
la materia organica en un 70%, mientras que en la clorofila hubo una
disminuciéon del 30% en los primeros dias del experimento, esto se pudo deber
a que hubo una discriminacién con respecto a la masa de la biopelicula, ya que
prefirieron comer detritos. Sin embargo, los resultados de clorofila evidenciaron
gue en los tratamientos que se agregaron fosfatos hubo un aumento, aunque
€s0 no quiere decir que no haya habido consumo, eso no se ve porque las
algas tienen un crecimiento pronunciado, a diferencia del Control, en el cual
hubo una disminucion por consumo. Por otro lado, el enriquecimiento de
nutrientes provoco que el ecosistema acuatico paso a ser de moderadamente-
altamente heterotréfico a ser ligeramente heterotréfico, mientras que en
algunos casos supero el umbral y se volvié autotréfico (Ask et al., 2009). El
indice autotrofico, nos permitié comprobar que al inicio de la experimentacion el
sistema fue heterotrofico, ya que presentaba valores superiores a 250, con el
paso de los dias el sistema cambi6 a ser ligeramente autotrofico, presentando
valores entre 50 y 250 (APHA, AWWA & WEF, 2017). Al principio las algas
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crecieron, pero luego en el transcurso de los dias, las algas ya no fueron tan
productivas lo que provocé una fuerte disminucién en el crecimiento, incluso

llegando a estabilizarse el sistema.

En la hipétesis se planteaba que el aumento de fosfatos incrementa la
acumulacién de biomasa del perifiton, mejorando las posibilidades de
supervivencia del género Nectopsyche sp., debido a la mayor cantidad de
alimento. También, se esperaba que exista un incremento en el ancho de la
cabeza y peso de los organismos. Nuestros resultados apoyan nuestra
hipotesis, por lo que se evidenciaron incrementos notables en estas variables

en todos los tratamientos (Control, 1, 10 y 20 mg/L).

Segun estudios de Jiménez, Carvajal, & Aguirre, (2010) se demostré que cuando
hay un incremento en la disponibilidad del fosfato, existe crecimiento de la
produccion primaria e influye en el crecimiento de macroinvertebrados acuaticos.
Rivera, Pinilla, & Camacho (2013) en su investigacion también encontraron
resultados similares, ademas de la abundancia de algas perifiticas que se
encontraron para los organismos analizados. Un comportamiento similar sucede
en el presente estudio, al utilizar distintas concentraciones de fosfatos sobre el
género Nectopsyche sp. El aumento en biomasa algal (usando clorofila-a como
proxi) sirvi6 como alimento para organismos, ya que se incrementd en el
sistema experimental gracias a la estimulacion con fosfatos, lo que quiere decir
gue los individuos pudieron haber incrementado de peso y ancho de cabeza al

tener mayor disponibilidad de alimento de mayor calidad (algas vs. detrito).

EFECTO SOBRE EL CRECIMIENTO Y SUPERVIVENCIA DE
NECTOPSYCHE

Con respecto al peso de los Nectopsyche, no presentan diferencias
estadisticas significativas. En la experimentacion se evidencia que el mayor peso
neto ocurre en los tratamientos 1 y 10 mg/L, puesto que el comportamiento de
los pesos en este estudio se debe a la cantidad de materia organica disponible.
Es decir, mientras exista mayor cantidad de algas, que sirve como recurso de

alimentacion para los organismos, debido a la calidad del recurso, mas elevada
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sera la tasa de crecimiento (Crespi, Ferrando, & Agostino, 2016).

En el ancho de las cabezas se evidencié cambios significativos en los
tratamientos. Cabe recalcar, que en cada uno de los tratamientos (Control, 1, 10
y 20 mg/L), existio un incremento, sin embargo, en 10 mg/L hubo mayor
crecimiento que en el resto. Comprobando que hubo un incremento en las

variables (peso y ancho), en los tratamientos donde se implemento fosfato.

La mayor tasa de mortalidad ocurre en el tratamiento de 20 mg/L, dando como
resultado un 35% de individuos muertos de la poblacion total, por ello se estima
gue cuando hay fosfatos en mayor concentracion, existe un valor alto de sales
con sus respectivos iones, siendo los que influyen en la conductividad del agua
(Gomez et al., 2007). Ademas, es posible que la incorporacién de estas sales
del fosfato ejerciera un efecto de osmorregulacion sobre los organismos
acuaticos, ya que se produce un intercambio iénico entre el macroinvertebrado
y el ambiente, por medio de las branquias, produciendo alteraciones
(morfologicas, proliferacion), que causan desequilibrios idnicos en estos

organismos (Evans et al., 2005).

Segun otros estudios, Guerra (2017) pudo demostrar que, a mayor cantidad de
sales, mas grande es el dafio a los macroinvertebrados, comprobando que
existieron afectaciones en periodos de tiempo cortos (5 dias), como por
ejemplo en el transcurso de su experimentacion los individuos fueron teniendo
cambios en la estructura branquial, porque estaban expuestos a contaminantes
guimicos. El tratamiento de 20 mg/L sobrepasa los niveles permitidos por la
normativa para ecosistemas acuaticos, ya que el motivo de este estudio fue la
obtencién de datos a distintas concentraciones residuales de lugares aledafios

a rios, los cuales se obtuvieron mediante revision bibliografica.

En este estudio, las concentraciones de fosfatos mostraron una acumulacion
en la biomasa del perifiton, o que permitié incrementar las posibilidades de
supervivencia de los macroinvertebrados y, por ende, el crecimiento de ancho

de cabeza y peso de dichos organismos.
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6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1 Conclusiones

El fosfato influyé positivamente en la acumulacion de biomasa del perifiton y

crecimiento de macroinvertebrados acuaticos.

El crecimiento de la biomasa del perifiton fue notable en las concentraciones de
1y 10 mg/L, por lo que el aumento de las algas en estos tratamientos pudo

promover el crecimiento de los macroinvertebrados.

En el tratamiento del Control, la cantidad de clorofila disminuye y por ende el
alimento de los macroinvertebrados, los cuales deben depender mas de la

materia organica (detrito) en los microcosmos.

A pesar de haber tratado de mantener las variables fisicas quimicas constantes
en laboratorio, no se logro conseguir una estabilidad en las concentraciones de
fosfatos, ya que existié una variacion debido a una disminucién muy marcada
durante el primer dia de ensayo, probablemente por una toma importante por

parte de la comunidad microbiana en las unidades experimentales.

Gracias al sistema experimental que fueron los microcosmos se consiguio
informacion que muestra el grado de afectacion que fueron presentando los

tratamientos en presencia de fosfatos.

Por otro lado, para determinar el ancho y peso de los individuos se analiz6 los
cambios subletales, es por ello que en la experimentacion se evidencié un
incremento en el peso y ancho en todos los tratamientos, hubo un mayor peso
en el tratamiento de 1 mg/L y se increment6 el ancho de las cabezas en 10 mg/L,

debido a que existi6 mayor cantidad de alimento de mejor calidad.

En el resultado de la experimentacion, la mortalidad fue mas evidente en la

concentracion de 20 mg/L, debido a que presentd una tasa del 35%.
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6.2 Recomendaciones

Se recomienda utilizar peceras de vidrio como unidades experimentales, ya que
SON Menos propensos a contaminarse y en el proceso de la experimentacién, no

exista dificultad para identificar a los macroinvertebrados.

Es recomendable antes de utilizar los microcosmos, se laven con jabon sin
fosfatos, para no tener problemas de contaminacion en el transcurso de la

experimentacion.

Ademas, es recomendable que sea constante la temperatura del agua y del
ambiente, teniendo mayor control, puesto que esta variable no debe ser un factor
gue influya en la experimentacion y cause la alteracion o inclusive la muerte de

los individuos.

Verificar diariamente los volumenes de agua en los microcosmos, para
mantenerlos constantes y agregar agua con fosfatos del sistema de

tratamiento.

Tener bastante cuidado al sacar las baldosas del sistema experimental para

gue no se caiga la biopelicula o se disperse en el agua.

Para medir variables fisico-quimicas, se debe usar la misma sonda multimétrica
y tener cuidado con la limpieza luego de cada medicion, para no contaminar el

sistema.

Identificar al final de la experimentacidn, si los macroinvertebrados estan vivos
0 muertos, en el instante en que se vayan a pesar o medir las cabezas,

mediante una buena manipulacién de las pinzas.

Para finalizar, también es importante que en investigaciones de este alcance se
tenga en cuenta que el estado de la biomasa del perifiton debe hallarse en
condiciones similares, de esta forma dicha variable no tendra influencia alguna

en el transcurso de la experimentacion.
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ANEXO 1. Resultado de la Prueba de Normalidad Shapiro-Wilk y gréfico

Histograma para Fosfatos.

Frecuencia de Tabla: Fosfatos

Shapiro Wilk = 0.68900 p = 0.00000

Histogram: P
Shapiro-Wilk W=.68900, p=.00000
—— Expected Normal
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ANEXO 2. Resultado de la Prueba de Normalidad Shapiro-Wilk y grafico

Histograma para Temperatura.

Frecuencia de Tabla: Temperatura

Shapiro Wilk = 0.97571 p =0.06133

Histogram: T
Shapiro-Wilk W=.97571, p=.06133
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ANEXO 3. Resultado de la Prueba de Normalidad Shapiro-Wilk y gréfico

Histograma para pH.

Frecuencia de Tabla: pH

Shapiro Wilk = 0.91773 p = 0.00001
Histogram: pH
Shapiro-Wilk W=.91773, p=.00001
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ANEXO 4. Resultado de la Prueba de Normalidad Shapiro-Wilk y grafico

Histograma para Conductividad.

Frecuencia de Tabla: Conductividad

Shapiro Wilk = 0.97677 p =0.07429

Histogram: CONDUCTIVIDAD
Shapiro-Wilk W=.97677, p=.07429
Expected Normal
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ANEXO 5. Resultado de la Prueba de Normalidad Shapiro-Wilk y gréfico

Histograma para Oxigeno.

Frecuencia de Tabla: Oxigeno

Shapiro Wilk = 0.97487 p = 0.05274

Histogram: 02
Shapiro-Wilk W=.97487, p=.05274
—— Expected Normal
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ANEXO 6. Resultado de la Prueba de Normalidad Shapiro-Wilk y grafico

Histograma para Clorofila.

Frecuencia de Tabla: Clorofila

Shapiro Wilk = 0.96269 p = 0.06376

Histogram: Chl-a
Shapiro-Wilk W=.96269, p=.06376
— Expected Normal
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ANEXO 7. Resultado de la Prueba de Normalidad Shapiro-Wilk y gréfico

Histograma para Materia Orgéanica.

Frecuencia de Tabla: Materia Organica

Shapiro Wilk = 0.96928 p =0.13454

Histogram: M.O
Shapiro-Wilk W=.96928, p=.13454
Expected Normal
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ANEXO 8. Resultado de la Prueba de Normalidad Shapiro-Wilk y grafico

Histograma para Peso de macroinvertebrados.

Frecuencia de Tabla: Peso de macroinvertebrados

Shapiro Wilk = 0.96715 p =0.29135

Histogram: Peso
Shapiro-Wilk W=.96715, p=.29135
—— Expected Normal
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ANEXO 9. Resultado de la Prueba de Normalidad Shapiro-Wilk y gréfico

Histograma para Ancho de macroinvertebrados.

Frecuencia de Tabla: Ancho de macroinvertebrados

Shapiro Wilk = 0.94340 p = 0.04506

Histogram: ANCHO DE CABEZA
Shapiro-Wilk W=.94340, p=.04506
— Expected Normal
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