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RESUMEN

Hay poca informacion disponible sobre el efecto del enriquecimiento de nutrientes
sobre €l ciclo biogeoquimico de nitrogeno (N) en sistemas acuaticos tropicales. Los
procesos de nitrificacion-desnitrificacion son aspectos importantes que describen el
funcionamiento de los ecosistemas acuaticos. Con el propdsito de medir el progreso
de nitrificacion que ocurre en sedimentos de quebradas agricolas andinas en
Ecuador, se determinaron las tasas de nitrificacion en seis quebradas con distintos
grados de eutrofizacion y bajo dos condiciones de temperatura (T). Se tomaron
muestras compuestas de sedimentos y agua en cada localidad y se colocaron en
incubacion bajo condiciones controladas de oscuridad y agitaciéon por 72h, para
cada uno de los dos tratamientos de temperatura (T1 propia de cada rioy T2 a 28
°C). Las tasas de nitrificacion se determinaron usando el método de inhibicion con
nitrapirina. Las tasas de nitrificacion para todos los sitios de estudio variaron entre
0.0221 y 0.0098 g N.m-2. d-1, la respuesta de la nitrificacién a la temperatura fue
variable, en cada rio debido probablemente a un incremento en actividad microbiana
de las biopeliculas. Finalmente, se muestran las relaciones entre las variables
ambientales medidas en campo y laboratorio, asi como las medidas estructurales
de indicacion del estado ecoldgico de rios (indice de habitat fluvial, IHF; indice de
calidad de bosque de ribera, QBR), con las tasas de nitrificacion como medida de

funcionamiento de ecosistemas para rios de los Andes de Ecuador.

Palabras clave: biopeliculas, funcionamiento de ecosistemas fluviales, ciclo de N,

rios andinos, actividad ganadera.



ABSTRACT

Little information is available regarding the effect of nutrient enrichment on the
biogeochemical cycle of nitrogen (N) in tropical aquatic systems. Nitrificaction-
denitrification processes are important aspects that describe the functioning of
aquatic ecosystems. In arder to measure the process of nitrification that occurs in
sediments of Andean agricultura! streams in Ecuador, nitrification rates were
determinad n six streams with different degrees of eutrophication and under two
temperatura conditions (T). Samples composed of sediments and water were taken
at each location and placed under incubation and controlled conditions of darkness
and agitation for 72 hours, for each of the two temperatura treatments (T1 typical of
each river and T2 at 28°C). Nitrification rates were determinad using the nitrapirina
inhibition method. Nitrificacion rates for all study sites varied between 0.0221 and
0.0098 g Nm-2.d-!, the nitrification response to the temperatura was variable in each
river, probably due to an increase in the microbial activity of biofiims. Finally, the
relationships between the environmental variables measured on-site and in the
laboratory were indicated, as well as the structural metrics expressing the ecological
state of rivers (River Habitat Index, IHF; QBR), with the nitrification rates as a

measure of ecosystem functioning for rivers in the Andes of Ecuador.

Keywords: biofilms, functioning of river ecosystems, N cycle, Andean rivers livestock

activity.
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1. Capitulo I. Introduccion

1.1. Antecedentes

El funcionamiento de los ecosistemas se puede describir mediante el conjunto de
procesos que regulan los flujos de energia y materia en ecosistemas (Reiss et al.,
2009), como consecuencia de la actividad conjunta de muchos organismos,
incluidos microbios, plantas y animales (Tilman et al., 2014). La calidad del agua en
rios o lagos tiende a cambiar por alteraciones en la vegetacion, balance de los
sedimentos y nutrientes producidos por actividades como la industrializacién o la
transformacién de bosques primarios a pastizales, granjas y ciudades (Aber et al.,
2011). La agricultura es la principal actividad econémica de la mayoria de los paises
tropicales, con efectos negativos consiguientes en los ecosistemas acuaticos (Allan,
2004). El consumo de fertilizantes en América Latina y el Caribe aumentd en casi
un 50% entre 1971 y 1973 y en otro 50% entre 1983 y 1985 (Postel, 1987). Como
resultado de este uso intensivo de productos quimicos, los impactos en las
corrientes que surgen de la sedimentacion se exacerban por la escorrentia cargada

de fertilizantes, pesticidas y herbicidas (Pringle et al., 2000Db).

La estructura y el funcionamiento de los ecosistemas pueden ser vistos como los
dos lados de una moneda; en el caso de los rios, la estructura engloba variables
como forma del canal, caracteristicas del agua o composicion de las comunidades
biolégicas, mientras que el funcionamiento se refiere a otros procesos como el
metabolismo (el ciclo de nutrientes, consumo de oxigeno, produccion neta,
productividad primaria, etc.) (Wood y Armilage, 1997). Aunque la estructura y el
funcionamiento influyen entre si, su relacion no es directa y, a menudo, uno no
puede inferirse del otro (Gessner et al., 2002). Ademas, los factores ambientales
estresantes pueden afectar la estructura y funcionalidad de forma contrastante
(Bunn y Davies, 2000). Es asi que, la cuantificacién de relacion entre la entrada de

nutrientes y la calidad del agua es clave para comprender las consecuencias que



generan los cambios de uso de suelo a lo largo de la cuenca, asi como las

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

Los regimenes metabdlicos de los rios y riachuelos incluyen el funcionamiento de
los productores primarios, los cuales aprovechan la energia solar, el agua y el
dioxido de carbono para formar compuestos de carbono reducidos que son
entonces quienes sostienen la vida. Entender como se da la productividad primaria
bruta, la respiracion del ecosistema y la productividad neta del mismo es
fundamental para una apropiada descripcion del funcionamiento de los ecosistemas
(Falge et al., 2002).

En la actualidad a escala global existe un progresivo interés en preservar los
ecosistemas de los rios. Pese a ello en Latinoamérica se muestra una constante
degradacion de estos ecosistemas por el aumento de la explotacién del recurso y la
contaminacién de las aguas (Pringle et al., 2000). Sin considerar que en Centro
América, el Caribe y el nordeste de Sur América incluyendo la cuenca del Rio
Amazonas, se espera que esas areas estén mas secas para fines del siglo, con una
reduccion hasta de 20% en promedio (IPCC, 2014). En contraste, la mayor parte de
la costa del Pacifico y la parte sur de América del Sur experimentaran hasta un 20%
mas de precipitaciéon. Ademas de los cambios en la precipitacion total, los modelos
predicen cambios significativos en la distribucion temporal de la precipitacion con

un aumento de la estacionalidad (Rios Touma y Ramiréz, 2019).

La Cuenca Alta del Rio Guayllabamba posee un area de 4707 km2
aproximadamente, se encuentra situada al norte del Ecuador en la regién
Interandina posee 4 rios principales que son: Machangara, Monjas, San Pedro y
Guayllabamba (FONAG, 2006). Los rios altoandinos son de reconocida importancia
ecologica, econdmica y social, pero a pesar de ello han sido poco estudiados tanto
a nivel ecologico, incluyendo los efectos que las presiones por actividades humanas
tienen sobre ellos (Acosta et al., 2009; Maldonado et al., 2011).



En rios andinos en los ultimos afos se han realizado estudios que nos dan una
perspectiva del estado en el que estos se encuentran. Villamarin y otros (2014)
sefalan, mediante la caracterizacién fisicoquimica e hidromorfoldgica de los rios
altoandinos de Ecuador y Peru, que, en los 123 puntos de muestreo distribuidos
entre ambos paises, la concentracion de nitratos oscilé entre 0 mg. I'' a 3.30 mg. I
', que generalmente se relacionan al aporte de efluentes urbanos. Mientras
Guilcatoma (2018), sefiala que los valores de nitratos en la cuenca del
Guayllabamba presentan cierta tendencia ascendente desde la parte alta a la parte

baja, con valores entre 1.5 mg. I'', 2.0 mg. I'', 2.2 mg. I'", y 2.7 mg. I'".

Estos aportes podrian incidir sobre la dinamica de los nutrientes en estos rios
principalmente por los cambios en los mecanismos abidticos de captacion y
liberacibn que regulan parcialmente las concentraciones de nutrientes y
particularmente en el caso de nitrégeno (N), por varias transformaciones entre
estados inorganicos que producen energia para bacterias especializadas (Sanchez
et al., 2008). En términos generales, existen dos perspectivas: como el suministro
de nutrientes afecta la productividad bioldgica y cdmo los procesos dentro del
ecosistema fluvial influyen en la cantidad de nutrientes que se transportan aguas
abajo. Por lo que los procesos de transformacion, almacenamiento y eliminacién de
nutrientes pueden ser importantes en la disponibilidad de elementos a gran escala
(Levin et al., 2001).

El nitrogeno es abundante en el ambiente como nitrégeno gaseoso (N2), pero esta
unido al oxigeno (O2), hidrogeno (H) o carbono (C), como el nitrato (NO3), el amonio
(NHa4) y el N organico que contiene N reactivo (Wetzel, 2001). Como consecuencia
de la sintesis de fertilizantes nitrogenados, la quema de combustibles fosiles y el
cultivo en gran escala de rubros agricolas como las semillas de soja que tienen
simbiontes microbianos fijadores de N, la fijacion anual de N de fuentes

antropogénicas ahora excede la fijacién natural (Vitousek et al., 1997).

En los ecosistemas acuaticos el nitrégeno suele estar en forma inorganica: amonio
(NHa4), nitrito (NOz2) y nitrato (NO3) (Gijzen y Mulder, 2001). Estos iones pueden estar



presentes de manera natural en el agua como resultado de su movimiento o
transformacién a lo largo del ciclo biogeoquimico del nitrégeno. Sin embargo, a
pesar de los altos niveles de nutrientes (Lovett et al., 200), la produccion primaria
es generalmente bastante baja alrededor de 200 gCm-2 afio™! (Lamberti y Steinman,
1997). En los ultimos afios, el aporte de nitrégeno derivado de la actividad
antropogénica ha incrementado su concentracion en las corrientes de agua de
manera considerable, haciendo que estos procesos de transformacion sean
considerados como aspectos muy importantes para poder entender el

funcionamiento de estos ecosistemas (Claros, 2012).

Las diferentes realidades historico-sociales y de desarrollo econémico, generan
situaciones de conflicto al no hallar un equilibrio entre el progreso econémico y el
mantenimiento del medio ambiente (Parra, 1992). Las insuficientes politicas de
saneamiento y las leyes de agua demasiado condescendientes con los niveles
permisibles de contaminantes organicos e inorganicos han tenido irrisorio éxito en
paralizar el deterioro ambiental existente y la recuperacion de los ambientes ya
deteriorados (Jouravlev, 2004). Esto conlleva a la consecuente pérdida de la
biodiversidad que en muchos casos no es conocida, especialmente en paises del

tropico y megadiversos como Ecuador.

Sin duda alguna, contribuciones que estén dirigidas a aumentar el conocimiento de
los ciclos biogeoquimicos en ecosistemas fluviales, en este caso particular, de un
proceso dentro del ciclo del nitrégeno (nitrificacion) coadyuvaria a entender el
funcionamiento de estos rios en relacion a la contaminacion organica a la que estan
sometidos (Rodo, 2016). Yendo mas alla, entender este proceso y encontrar
patrones relacionados con los efectos de las actividades humanas permitiria a futuro
incluir este tipo de medidas funcionales dentro del conjunto de indicadores utiles
para la determinacién de la calidad del agua, e integridad de ecosistemas de rios
(Hernandez, 2009).



1.2. Justificacion

Uno de los elementos en mayor abundancia en el planeta es el nitrogeno. El
nitrégeno gaseoso (N2) comprende aproximadamente el 78% de la atmésfera, pero
este no esta disponible como fuente de nitrégeno para la gran parte de organismos
vivos. Su disponibilidad en los ecosistemas depende en gran medida de fuentes
externas o ciclos internos de compuestos nitrogenados, en formas biolégicamente
disponibles (Vitousek, et al., 1997). Ademas, el contaminante inorganico mas
identificado en el agua subterranea es el nitrégeno disuelto en la forma de nitrato,
debido a que es la forma mas estable en |la que puede encontrase el Nitrégeno y su
presencia en concentraciones no deseables (mayor a 45 mg/l) es potencialmente

peligrosa en los sistemas acuiferos (Freeze y Cherry, 1979).

Resaltando, que el exceso de nitrégeno o la saturacidon de nitrégeno puede tener
efectos negativos: como la pérdida de cationes de nutrientes y aumento de la acidez
del suelo y del agua en los ecosistemas forestales (Vitousek, et al., 1997) no
obstante, los niveles en exceso pueden ser tdéxicos para los humanos, el ganado y
la vida silvestre (Chaney, 1989).

En la nitrificacion, el primer paso, es el cambio de amoniaco (NH3) a nitrito (NO2)
mismo que es realizado por organismos de dos dominios: Bacterias (géneros
Nitrosomonas y Nitrosococcus) y Archaea (phylum Creanarchaeota). El segundo
paso es el cambio de nitrito (NO2) a nitrato (NO3), el cual es conducido por bacterias
del género Nitrobacter (Bock et al., 1995).

Una amplia gama de hongos, actinomicetos, bacterias e incluso algunas algas
pueden realizar estas transformaciones y pueden ser importantes en ciertas
circunstancias, como en los suelos de coniferas de pH bajo donde se inhibe la

nitrificacion autotrofica (Bock et al., 1995).

Sin embargo, nunca se ha demostrado que la nitrificacion heterotrofica esté

asociada con la produccion o el aumento de energia y el proceso se describe como



un metabolismo enddgeno o secundario (Prosser, 1898). De esta manera, la
nitrificacion heterotrofa se considera insignificante en comparacion con la
nitrificacién autotrofa, porque solo pequefias cantidades de NO se forman (Bock et
al., 1995).

El ciclo del N ha sido estudiado en muchos sistemas acuaticos, no obstante, los
factores que controlan los procesos especificos dentro del ciclo del N siguen sin
estar claros en ecosistemas tropicales. Por ejemplo, la nitrificacion probablemente
se produce en cierta medida en todos los sistemas de agua dulce, pero el control
de las tasas de nitrificacion es poco conocido (Hall, 1984; McGrath et al., 2010). A
pesar de la importancia de la nitrificacién, pocos estudios han explorado los factores
que regulan estos procesos en los rios y este factor es considerado como un
regulador clave, porque sirve para comprender la dinamica del nitrégeno en los

ecosistemas de agua dulce (Strauss y Lamberti, 2000).

Por estas razones es importante entender el proceso de nitrificacién y comprender
el rol que tienen las biopeliculas que se forman en los sustratos como rocas,
sustratos no consolidados como fondos arenosos o fangosos, o palos y madera en

los rios.

Entender este proceso podria establecer lineas base para establecer normativa
ambiental en el que se sefale las tasas de nitrificacion como parametros de calidad
del agua, ademas proporcionaria un marco de referencia para el estudio de la
sucesion de los nutrientes y la dinamica de los ecosistemas, asi como el disefio de
politicas y estrategias de planificacion y manejo sostenible de los recursos

naturales.

1.3. Alcance

El presente trabajo pretende estudiar los efectos del enriquecimiento de nutrientes

en los rios sobre las tasas de nitrificacion a escala de laboratorio. Estos seran



evaluados en ensayos de laboratorio usando sedimentos propios de cada rio, para
establecer las tasas de nitrificacion en la interface agua-sedimento. Cada unidad
experimental (erlenmeyer) contendra al sustrato (sedimentos) y agua, caracterizada

por grados diferentes de enriquecimiento por nutrientes: oligotréfico y eutrofico.

1.4. Objetivos

1.4.1 Objetivo General
Determinar los efectos del enriquecimiento de nutrientes y cambios de temperatura

sobre las tasas de nitrificacion usando biopeliculas.

1.4.2 Objetivos especificos
Determinar las diferentes fracciones de nitrégeno en el agua durante el desarrollo

de los ensayos.

Medir las tasas de nitrificacion de los diferentes tratamientos experimentales con

respecto a la temperatura en las biopeliculas y su nivel de nutrientes.

Establecer una relacion entre la temperatura y las tasas de nitrificacion.

2, Capitulo Il. Marco Teérico

2.1. Los ecosistemas fluviales andinos tropicales

En el Ecuador, las grandes cuencas Andino-Amazonicas albergan los ecosistemas
fluviales andinos tropicales, como los rios glaciares que son mucho menos
numerosos Yy se originan en el deshielo de volcanes como el Cayambe, el Antisana,
el Cotopaxi, el Chimborazo y el Altar (Moran, 2019). Los rios de la zona altoandina
drenan principalmente ecosistemas de paramo y su transicion es hacia los bosques

montanos (Ledn et al., 2017)



Es aqui donde nacen las cuencas hidrograficas que son un area delimitada por la
linea divisoria o linea de cumbres, drenada por un curso de agua o por un sistema
interconectado de cauces naturales considerado como una red hidrica (Monsalve,
1995).

2.2. Las biopeliculas en sistemas andino tropicales

En los ecosistemas acuaticos se hallan las biopeliculas que son importantes en
muchos campos (Flemming, 1987; Blenkinsopp y Costerton, 1991; Marsh, 1995;
Costerton et al., 1999). Ademas, son principales focos de la capacidad de auto
purificacion de arroyos y rios (Wuhrmann, 1974; Cazelles et al., 1991; Grischek et
al., 1998; Pusch et al., 1998) y son utilizadas en el tratamiento técnico de aguas
residuales (Bryers y Characklis, 1990). Las biopeliculas son abundantes en una
multitud de ambientes acuaticos en los que cubren todo tipo de superficies solidas
inorganicas y organicas. Las biopeliculas pueden ser definidas como
microorganismos unidos a una superficie e incrustados en una matriz extracelular
de sustancias poliméricas. Esta matriz es excretada por los mismos
microorganismos y pueden enriquecerse con moléculas adsorbidas del agua
circundante (Fischer, 2003)

Por lo tanto, es necesario determinar como funcionan las bacterias como miembros
exitosos de estas comunidades interactuantes y como componentes en el medio
ambiente (Caldwell, 1995). El desarrollo de las biopeliculas es una sucesion de
procesos que se pueden describir en cuatro pasos Figura 1 (Characklis, 1990;
Marshall, 1996)
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FIGURE 1 Dizerammatic renresentation of the structure and I'_Lg'u:[m-n of hacterial biofilms.
Figura 1. Representaciéon de la estructura y funcidon de las bacterias en las

biopeliculas.
Tomado de Fischer (2003)

Las biopeliculas exhiben diferentes morfologias dependiendo del medio ambiente
(Lock, 1993; van Loosdrecht et al., 1995; Wimpenny y Colasanti, 1997; Stoodley et
al., 1999). En general, las biopeliculas de laboratorio, con una o unas pocas
especies de bacterias son mas gruesas y menos densas con muchos nutrientes que
en medios pobres en nutrientes, y son mas delgados, menos densos bajo
velocidades de flujo altas que bajo velocidades de flujo bajas (van Loosdrecht et al.,
1995; Beyenal y Lewandowski, 2000)

Un modelo estructural y funcional de una biopelicula sobre un sustrato inerte en un
sistema acuatico (por ejemplo, en particulas de sedimento) exhibe un area de

superficie ampliada con vacios intersticiales y lagunas (deBeer et al., 1994).

Beyenal y Lewandowski (2000) midio las difusividades locales efectivas de glucosa
en una biopelicula artificial de tres especies utilizando microelectrodos polarizados
catédicamente e integraron espacialmente las mediciones locales para dar un

promedio de superficie de difusividades efectivas. Encontraron que las difusividades
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relativamente efectivas aumentd en la concentracion de glucosa y con una

disminucion en velocidades de flujo.

Adicionalmente, el aumento de la diversidad de especies puede proporcionar nichos
espaciales y temporales no disponibles dentro de monocultivos o puede crear
microambientes dentro de la biopelicula (Gieseke et al., 2001; Whiteley et al., 2001).
De ahi, la necesidad de estudios de biopeliculas a nivel comunitario en lugar de

monocultivos, muy comunes en zonas andinas.

Las biopeliculas tienen el potencial de desempefiar un papel importante en la
retencion y transformacién de materia organica de la columna de agua en una
escala de ecosistema. Los procesos relevantes: adsorcion a la biopelicula y
utilizacién bacteriana posterior: puede ocurrir en sistemas naturales de manera
similar que en incubaciones de laboratorio. Procesos como la descomposicidon

extracelular de macromoléculas organicas (Marxsen y Fiebig, 1993).

2.3. Losriosy el ciclo del nitrégeno

Los rios estan naturalmente sujetos a una alta variabilidad espacial y temporal en
las concentraciones de nutrientes y esta variacion es la que probablemente afecta
la distribucién de microorganismos que interactuan en los procesos del ecosistema
(Kemp y Dodds, 2002).

El metabolismo en los ecosistemas de rios a menudo depende de las entradas de
materia organica aloctona. Ciertas transformaciones en el ciclo del nitrégeno (por
ejemplo, desnitrificacion, amonificacion y nitrificacion) estan estrechamente
acopladas entre si por la disponibilidad y metabolismo del carbono organico
(Strauss y Lamberti, 2002).

Para determinar la cantidad de nutrientes es importante cuantificar la concentracion
de clorofila, ya que se utiliza para estimar en forma indirecta la biomasa de las
comunidades de micro algas, debido a que es el principal pigmento fotosintético
presente en las algas (Gregor y Marsalek, 2004). Segun la definicion del estado

trofico y eutrofizacion en rios, para incluir componentes tanto autétrofos como



11

heterétrofos; por lo tanto, hay un “estado heterotréfico” y un “autotréfico”. El estado
heterotrofico se puede definir como la actividad metabdlica del rio (tipicamente
medida como demanda promedio de O2 (respiracion durante periodos oscuros). El
estado autotréfico es la produccion primaria bruta (GPP) durante los periodos de
luz, generalmente medido como producciéon (Dodds, 2006). La delineacién del
estado heterotrofico y autétrofo en aguas fluidas fue iniciada por Odum (1956). Para
la caracterizacidn del estado autotréfico de los rios se considera el N y P total de la
columna del agua, Dodds et al., (1998) considera el nitrégeno total, fosforo total y

clorofila benténica.

Tabla 1.

Caracterizacion del estado trofico.

. Casos excedentes 100
Concentracion (mg m-3)

mg m=2 (%)
Dodds y
Estado Smith et Media Maxima
Nutriente Oakes
autotroéfico al., 2003 clorofila Clorofila
2004
N Total Bajo 285 370 7 27
Alto 714 659 10 29
P Total Bajo 29 23 5 17
Alto 71 48 13 25

Tomado de Dodds (2006)

Los atributos generales del ciclo del N se han estudiado en muchos sistemas
acuaticos, pero los factores que controlan los procesos especificos dentro del ciclo
del N siguen sin estar claros. Por ejemplo, la nitrificacién (la oxidacion de amonio,
NHs, a nitrato NO3s) probablemente se produce en cierta medida en todos los
sistemas de agua dulce, pero el control de las tasas de nitrificacién es poco conocido
(Hall, 1984).
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En las transmisiones, el bentos representan un sumidero bidtico potencialmente
importante para nutrientes debido a la absorcion y transformacion de las tasas lo
qgue controla el movimiento y la extraccion del N en el flujo del rio (Kemp y Dodds,
2002).

2.4. Nitrificacion

El proceso de nitrificacion es casi omnipresente si las condiciones ambientales de
temperatura y pH, son adecuados y los dos sustratos esenciales, oxigeno y NH4
estan presentes. Se ha hipotetizado que varias variables influyen sobre la actividad
de las bacterias nitrificantes y las tasas de nitrificacion que incluyen: disponibilidad
de NHs y competencia de NH4 (Riha et al.,, 1986), pH (Sarathchandra, 1978),
temperatura (Paul y Clark, 1989), concentracién de oxigeno (Stenstrom y Poduska,
1980) y disponibilidad y calidad de carbono organico (Verhagen y Laanbroek, 1991;
Strauss y Lamberti, 2002).

Los factores que regulan la nitrificacion son parte integral de la funcion del
ecosistema y por lo tanto de la eutrofizacién y problemas de salud relacionados a
las concentraciones elevadas de NOs en aguas dulces porque la nitrificacion es

fundamental para la acumulacion y perdida de NOs (DeLaune et al., 1991).

Por lo tanto, los ciclos biogeoquimicos de los ecosistemas, incluyen muchos
procesos que pueden afadir o remover el N como: desnitrificacion, fijacion,

deposicion, fertilizacion y la volatilizacion de amonio (Tamm, 2012).

2.5. Cuantificacion de la nitrificacion

De los métodos conocidos para medir la nitrificacion, se mencionan el método de
blogue de clorato (Belser y Mayes 1980) y el método de nitrapirina (Hall 1984). El
método de nitrapirina se elige sobre el método del bloque de clorato porque este
ultimo ha demostrado ser inexacto cuando las tasas de nitrificacion son altas (Hynes
y Knowles 1983).

La nitrapirina (2-cloro-6- [triclorometil] -piridina) inhibe la funcion de la enzima AMO

(amonio monooxigenasa) y por lo tanto inhibe la oxidacion de amonio. La nitrapirina
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no afecta significativamente la comunidad microbiana restante porque la biomasa
microbiana total y las tasas de respiracién microbiana no se ven afectadas por las
adiciones de nitrapirina a los suelos (Bauhus et al., 1996). Sin embargo, se sabe
que la nitrapirina inhibe la actividad metano tréfica (Roy y Knowles 1995). Ademas,
debido a que la nitrapirina es insoluble en agua, un solvente como el dimetilsulféxido

(DMSO) debe usarse como vehiculo (Powell y Prosser 1985).

Teniendo en cuenta que los rios y quebradas estan naturalmente sujetas a una alta
variabilidad espacial y temporal en las concentraciones de nutrientes, y es probable
que esta variacion afecte la distribucion de organismos y las tasas de transformacion

y exportacion de elementos (IPCC, 2007).

Por lo que para este estudio se ha planteado la siguiente hipétesis, que determina
que las biopeliculas son mas eficientes en cuanto al proceso de afadir o remover el
N dentro de su ciclo de vida en un rango de temperatura mas alto y ademas que
otras variables influyen sobre la actividad de las bacterias nitrificantes y las tasas de

nitrificacion.

3. Capitulo lll. Metodologia

3.1. Caracteristicas del sitio de estudio

La Cuenca Alta del rio Guayllabamba, ubicada en la zona altoandina en la provincia
de Pichincha, en la que se establecieron seis puntos de muestreo en los rios:
Alambi, Pichan y La Sierra que pertenecen a la subcuenca del rio Alambi que nace
de las faldas del Rucu Pichincha; mientras los rios Ayahurco, Zambache y San
Pedro que pertenecen a la subcuenca del rio San Pedro que nace al Sur Occidente
de la hoya de Quito y recibe sus aguas de afluentes que nacen en los lllinizas,
Corazén, Atacazo, la Viudita, el Ruminahui y el Pasochoa (FONAG, 2006).

Debido a la naturaleza de los impactos humanos sobre los rios de la regidn cercana

a Quito se determind que el enriquecimiento de nutrientes era una condicion a tomar
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en cuenta para la seleccion de los sitios. Es asi que, con una caracterizacion inicial
con base en las concentraciones de amonio como proxy del enriquecimiento de
nutrientes, se separaron las localidades con altas (0,36 mg NHs-N. L") y bajas
concentraciones (0,061 mg NH4-N. L") de amonio (NH4), esta caracterizacion inicial
se llevé a cabo con un muestreo de 12 rios con medicion de amonio y conductividad

eligiendo los tres valores mas altos y los tres mas bajos (Anexo 1).

La clasificacion de orden del rio se establecié bajo el método de Strahler (Gordon
et al, 2004), usando el programa ArcMap 10.5, después de la formacion de la red

hidrica de la Cuenca Alta del rio Guayllabamba.

De esta manera se pudo asignar el orden del rio y la cantidad de amonio leida,
puesto que para la medicion de valores muy bajos de amonio se considerd que no
se cuenta con la instrumentacion, los tres primeros rios poco enriquecidos y los 3

rios siguientes muy enriquecidos (Figura 3) y (Figura 4) respectivamente.

La altitud también fue un factor controlado. Todos los sitios estuvieron entre 2500 a
3000 msnm (Tabla 1), debido a que se ha tomado a los 2500 msnm como limite
inferior de la zona altoandina tropical del estudio, por ser la altitud aproximada donde
se produce la transicion entre la zona andina y las zonas del litoral y amazénica
(Pourrut, 1995; Jacobsen, 2008) que estan por debajo de los paramos. Estos rangos
de altitudes corresponden a donde se encuentra la zona mas urbanizada de Quito

y sus zonas agricola-ganadera mas extensivas e intensivas.

Tabla 2.

Ubicacion geografica y orden de los rios del area de estudio.

Localidad Altitud Latitud Longitud Orden del rio?
Alambi 2671 -0.07013 -78.59324 3
Pichan 2700 -0.06286 -78.57941 1

La Sierra 2494 -0.07041 -78.60748 2

Ayahurco 2784 -0.42979 -78.55754 2



15

Zambache 2660 -0.40755 -78.52874 2
San Pedro 2659 -0.40985 -78.53078 4

1 Segun Strahler (1964)

En cada una de las seis localidades estudiadas en el presente trabajo, se escogio
un tramo del rio entre 30 a 50 m y en él se tomaron las muestras de agua y
sedimentos. Los lugares seleccionados se definieron en campo, siendo muy

importante la facilidad de acceso que presentaron los puntos previstos.



16

FETE00"WY FEAQ'0MWY FETI00W FET200W FEH00W

"\\
3
"
001005 = 0°10'0"S
{,_ L e
3
!
f)
i
4
0° 2000 G- #)r F=oe200ms
s { 5058
..
»
pi
ﬂ\
)
A0 S ! f=003010s
S o S
i3
&
1,/

'f“t--v-{

|5 J
0°4010" e l-oea00s
B i
‘ }N‘l’ﬁ:“ e

10 5 N 10 Kilometers
1:500,000 T:-:_
QG0N0 S N mUa A
FEOE00Y FEt 00 78°300"W 78"25‘0“%/ BT00W
UNIVERSIDAD DE LAS AMERICAS Sitios de
muestreo
FACULTAD DE INGENIERIA Y CIENCIAS APLICADAS [ | RioAlambi Quebrada
Ayahurco
Rio Pichan .
INGENIERIA AMBIENTAL AisEradu [ ] RioLa siera
Sambache Rio San Pedro
MAPA DE SITIOS DE MUESTREO

Figura 2. Ubicacion de los sitios de estudio dentro de la Cuenca Alta del Rio

Guayllabamba.



Escala 1:60,000

K 1.5 Klometers

Sources: Esri {HERE, Garmin, Intermap, increment P Corp
GEBCO USGS FARANRPS, NREAN GeoBase, IGN, Kadaster NL,
Ordnance SumweyaEsn Japan METI Esn China (Hong Kong), (c)
OpenStresthap contriblitors, and the GIS User Cammunity:

UNIVERSIDAD DE LAS AMERICAS

FACULTAD DE INGENIERIA Y CIENCIAS APLICADAS

INGENIERIA AMBIENTAL

MAPA DE SITIOS DE MUESTREC

Sitios de @ Puntode muestreo

muestreo
RioAlambi [ | RioLa Slerra Qrden de los 1
Rio Pichan rios 2

Figura 3. Ubicacion de puntos de muestreo en la Subcuenca del Rio Alambi

17



0300

TEA0TW TENTW
a 7 T W T
£3 v ol 2 SN0y 57
0°200°s=- e oy T AR T s S TV
ATACAZO - | o : I
| | - =t
A . A f\r"y‘ = -
3 o B g e e W N fr o o
; . 1% 2
2B Pafla fay &
1|7nl 3 ¥, - " A
e o o K
. i
rga R~ -
‘ “--J‘) 1 J"‘fpV:“‘*’

0740051

Sar-hande

"300°S

[~0°400°S

&9 Fastocalle
8 3 0 6 Kilometers
A T
Sources: Esri, HERE. Garmin, Intermap, increment P Corp.;
! i g2 GEBCO, USGS, FAQ, NPS, NRCAN, GeoBase, IGN, Kadaster ML,
1:250,00Qnicuchi/ oranance Survey, Esri Japan, METIEsri China (Hong 'Kong), (c)
OpenStreetMap contributors, and'the GIS User Community
TE4DDW 78500W
UNIVERSIDAD DE LAS AMERICAS Sitios de
muestreo . ® Puntos de muestreo
FACULTAD DE INGENIERIA Y CIENCIAS APLICADAS
guet;)rsca Orden de los
) ambache fios
INGENIERIA AMBIEMTAL Quebrada
:l Ayahurco 1
i 2
MAPA DE SITIOS DE MUESTREO [ Rio San Pedro
3
J 4

Figura 4. Ubicacion de los puntos de muestreo de la subcuenca del rio San Pedro




19

3.2. Medidas Fisico-quimicas del agua

3.2.1. Medidades in situ

Se midieron parametros in situ como caudal, el cual fue medido al final del
procedimiento de muestreo debido a que su medicion puede alterar las condiciones
fisico-quimicas del agua. Esta medicion se realizé a través de la estimacion de la
velocidad de la corriente y la profundidad a lo largo de un perfil transversal al flujo
del rio utilizando la sonda de flujo Global Water, (Método velocidad-area), dividiendo
al rio en secciones iguales (20 cm) en una profundidad de 60% hasta la
estabilizacién de la medida, tomando el promedio como medida final, se opto por la
no medicion del caudal en el rio San Pedro, por presentar caudales muy altos, lo

que ponia en riesgo la seguridad del equipo de trabajo.

El oxigeno disuelto (OD) en porcentaje y concentracion, la temperatura y la
conductividad se midieron empleando el conductimetro - pHimetro YSI Pro 1030
(YSI, Yellow Springs Instruments) y el equipo YSI Pro ODO (YSI, Yellow Springs

Instruments).

Por ultimo, se tomaron una sola vez puntos GPS de las estaciones, datos de
cobertura de dosel utilizando un densiémetro en tres puntos del rio (principio, medio
y final de la seccion tramo) realizando cuatro lecturas por posicion, en direccion rio
arriba, rio abajo, margen izquierdo y margen derecho, se registraron los valores y
se promediaron para obtener un solo valor, para luego multiplicarlo por la constante

o factor 1.04 (propia del instrumento).

3.2.2. Calidad de bosque de ribera (QBR-And)

Los ecosistemas fluviales se midieron a través del calculo del indice QBR, el que
analiza el estado de la zona de ribera en un ecosistema acuatico (Pardo et al., 2002).
Y para la evaluacion del mismo usamos la adaptacion a Los Andes propuesto por
(Acosta et al., 2009) para poder visualizar la tendencia del bosque en cada rio

(Anexo 1), se realiz6 una observacion en aproximadamente 60 metros lineales en
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cada localidad, llenando la informacién en hojas de campo a través de un analisis

visual.

Este indice es calificado en cuatro aspectos mismos que tiene puntajes de 0, 5, 10
y 25, para cada apartado respectivamente (Acosta et al., 2009). Se realiza al final la
sumatoria de las cifras establecidas para cada bloque determinando asi la calidad

de bosque de ribera para cada punto de muestreo (Tabla 5).

Tabla 3

Rangos de calidad de la vegetacion de ribera, indice QBR-And.
NIVEL DE CALIDAD QBR-ANd
Vegetacion sin alteraciones, calidad muy buena, estado natural. > 96
Vegetacion ligeramente perturbada, calidad buena. 76-96
Inicio de alteracion importante, calidad intermedia. 51-75
Alteracion fuerte, mala calidad 26-50
Degradacién extrema, calidad pésima <25

Tomado de (Acosta et al., 2009)

3.2.3. Evaluacion de la calidad del habitat fluvial (IHF)

Este indice fue usado para determinar la calidad del habitat segun lo propuesto por
(Pardo et al., 2002) debido a su facil aplicacion en rios alto andinos (Anexo 2), el
cual ha sido aplicado para la zona de estudio en todos sus apartados para al final
ser sumados y establecer la valoracion del indice que va de 0 a 100 puntos, en un

rango longitudinal de 100 m aproximadamente.

Tabla 4
Rangos de calidad del indice de habitat fluvial, indice IHF.

RANGO DE CALIFICACION  CALIFICACION
>60 Adecuado




21

40-60 Con limitaciones
<40 Limitado

Tomado de (Pardo et al., 2002)

3.2.4. Analisis en laboratorio

Las muestras de agua para las mediciones en laboratorio fueron recolectadas en
botellas de vidrio y plasticas y fueron refrigeradas con hielo hasta su llegada al
laboratorio, para la determinacion de parametros fisico-quimicos del rio.
Conjuntamente con las muestras de sedimentos que se recolectaron en fundas
ziploc, para ambos casos estas alicuotas se tomaron en tres puntos a lo largo del

tramo del rio seleccionado en cada localidad.

En laboratorio se procedio con la medicidn de nutrientes del agua y otros parametros
usando métodos estandar. En el laboratorio ambiental de la Direcciéon de
Investigacion de la UDLA se determind amonio, nitritos, nitratos, nitrégeno total,
fosfatos, fosforo total, DQO, DBOS5, cloruros, sulfatos, aceites y grasas, dureza y
alcalinidad mediante los métodos estandarizados (Tabla 3) en la American Public
Health Association (APHA).

La textura de sedimentos se realizdé por granulometria separando arenas, grava y
fangos (arcillas + limos) a través de dos tamices de 2000 um y 63 um en peso seco
y la clasificacion mediante la metodologia de Shepard (1954) utilizando el programa
SEDCLASS que evalua el tamafo del grano y su distribucién en la escala de
Wentworth (1922).

La clorofila-a y materia organica en rocas y sedimentos se determiné siguiendo la
extraccion con etanol caliente y medicidon espectrofotométrica para los pigmentos y

pérdida por ignicion para la materia organica (Hauer y Lamberti, 2007).
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Parametros fisicoquimicos analizados

PARAMETROS PROTOCOLO
Nitritos Espectrofotometria UV/VIS (4500-NO>)’
Nitratos Espectrofotometria UV/VIS, (4500-NOs3)’

Nitrégeno total

Fosfatos

Amonio

Cloruros
DQO
DBO

Alcalinidad
Color
Turbidez
Dureza

Clorofila a
Fosforo total

Aceites y grasa

Método Kjeldahl
Espectrofotometria UV/VIS, (4500-P)"
Método del acido ascorbico
Espectrofotometria (4500 NH3)
Método del fenato
Titulacién Método argentométrico (17204 )3
Espectrofotometria (08303)?
Test DBO 5 dias OxiTop?
Titulacion 2320 B
Nanocolor UV/VIS
Nanocolor UV/VIS
Método Volumeétrico con EDTA
Método fluorométrico
Espectrofotometria UV/VIS, (4500-P)’
Método del acido ascorbico
5520 B, 5520C, 5520 F?

" Tomado de American Public Health Association, 2017.

2 Tomado de Direccion Nacional de Medio Ambiente de Colombia, 2017.
3 Tomado de Manual OxiTop, 2006.

3.3. Medicion de la concentracion de clorofila a

Se realizé la medicién de clorofila en sedimentos y rocas, de los rios mencionados

de la cuenca alta del rio Guayllabamba, en los puntos seleccionados, ya que se
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utiliza para estimar en forma indirecta la biomasa de las comunidades de micro
algas, debido a que es el principal pigmento fotosintético presente en las algas
(Gregor y Marsalek, 2004)

3.3.1. Clorofila en rocas

Para la medicion de clorofila en rocas se extrajo la muestra a través de un raspado
de la cara superior de cinco rocas por sitio con ayuda de un cepillo y agua destilada,
registrando el volumen final y luego contabilizando su area delimitando la misma
cara con papel aluminio y luego digitalizandola con el programa ImagedJ (Rasband,
1997).

Este método de medicién consistié en la filtracién de un volumen de muestra entre
50 a 500 ml segun la cantidad de material en la muestra, a través de un filtro de fibra
de vidrio de 0.7 um de apertura nominal (equivalente Whatman GF/F), que
posteriormente fueron colocados en oscuridad a una temperatura de (-20°C).
Posteriormente se extrajo la clorofila-a con un volumen de 10 ml de etanol a 90%,
cubriendo completamente el filtro con el solvente, que fue calentado en bafio térmico
a 75°C y luego medido mediante espectrofotometria después de ser clarificado a
través de decantacidon mediada por centrifugado a 3000 rpm por 10 minutos
(modificado de Hauer y Lamberti, 2007).

3.3.2. Clorofila en sedimentos

En sedimentos se tomaron muestras por triplicado utilizando una caja Petri de
23.75cm? y con ayuda de una espatula para la determinacion de clorofila-a y materia
organica por cada rio, la cual no fue expuesta a la luz del sol (por lo que se cubrid

con papel aluminio y posterior a esto fue refrigerada a —20 °C).

La mitad de esta muestra se utilizd para la medicion de materia organica y la otra

mitad para la cuantificacion de clorofila- a.

Este método de medicidon consistid en la colocacion de la mitad de la muestra en

tubos conicos para centrifuga Falcon de 50 ml, para posteriormente realizar la
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extraccion de la clorofila-a con un volumen de 10 ml de etanol a 90%, cubriendo
completamente el sedimento con el solvente, que fue calentado en bafio térmico a
75°C y luego medido mediante espectrofotometria después de ser clarificado de la
misma manera que para las muestras de rocas. Se aplicé la siguiente férmula

(Steinman et al., 2017), para la cuantificacién de clorofila en ambos casos:

u E —E xV,
clorofila « (%) =296 (E¢ean 665a) X Vext

2 " area del sustrato (cm?) x L

Donde:

E¢esp : [(Absorbancia de la muestra a 664 nm — Absorbancia del blanco a 664 nm)—
(absorbancia de la muestra a 750nm — absorbancia del blanco a 750 nm)] antes de
la acidificacion.

E¢osq: [(Absorbancia de la muestra a 665 nm — Absorbancia del blanco a 665 nm) —
(Absorbancia de la muestra a 750 nm — Absorbancia del blanco a 750 nm) después
de la acidificacion.

Vext - Volumen del etanol al 90% al usado en la extraccion (ml)

29.6: Correccion de absorbancia

L: longitud de la luz a través de la cubeta (cm)

3.4. Medicion de materia organica

Para medir la materia organica se siguio el protocolo de la determinacion de la
pérdida de peso por ignicion. Debido a que el LOI (Loss on ignition) por sus siglas
en inglés, la cual es una metodologia empleada para determinar el contenido de

materia organica (Dean, 1974; Bengtsson y Enell, 1986).

En una primera reaccion, la materia organica es oxidada a 500°C, emitiendo CO2y
ceniza, pesando el sedimento antes y después de ser calcinado. Esta pérdida de
peso esta estrechamente relacionada con el contenido en materia organica (Dean
etal., 1974).
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3.4.1. Materia organica en sedimentos

Con la mitad de sedimentos de la caja Petri (11.88cm?), se coloco en crisoles
previamente preparados y luego en la estufa por 48 horas, posterior a esto se
registr6 su peso seco y se procedid a emplear la metodologia mencionada

anteriormente durante 3 horas en la mufla.
3.4.2. Materia organica en rocas

Con el perifiton raspado de las rocas se colocé una alicuota del volumen total del
raspado de rocas en crisoles previamente preparados y se los colocé en la estufa
por 48 horas, posterior a esto se registrd su peso seco y se procedié a emplear la

metodologia mencionada anteriormente durante 3 horas en la mufla.

3.5. indice Autotréfico
Este indice es la relacidén entre biomasa total de perifiton y clorofila a, se calcula a

partir de la siguiente férmula propuesta por (Steinman et al., 2017):

mg
AFMD (Z5)/

clorofila u(::ln—gz)
AFMD (mg/cm?): materia organica de perifiton

3.6. Tasas de nitrificacion

La cuantificacion de la nitrificacion con medicion con precision de las tasas brutas
de nitrificacion, que las mediciones puedan realizarse dentro del campus de la
Universidad de Las Américas; ser modificable para probar los efectos del
tratamiento; y permitir eficiente y oportuno procesamiento de una gran cantidad de

muestras.

Se realizaron dos experimentos para examinar la respuesta de nitrificacion a
temperaturas variables; la primera temperatura caracteristica del rio y la segunda a
28°C promoviendo mayor actividad microbiana. Cada ensayo examino la respuesta
de nitrificacion al medir amonio en las unidades experimentales a través del método
del fenato (Solérzano, 1969; APHA, 1995).
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La medicién de las tasas de nitrificacion (usando el método de nitrapirina) es hecho
usando dos matraces erlenmeyer, cada uno contendra agua y sedimento. En el
primer matraz, la nitrificacion no fue inhibida y recibi6 DMSO solo como control. Y
el segundo matraz, la nitrificacion fue inhibida por la adicion de nitrapirina disuelta
en DMSO.

La medicion se realizo después de 72 horas de incubacion (Strauss y Lamberti,
2002) donde los erlenmeyer estuvieron cubiertos con papel aluminio y fueron
incubados en la oscuridad a diferentes grados de temperatura, la primera
temperatura caracteristica de los rios y la segunda a 28°C, por 72 horas en el
agitador orbital con temperatura controlada (T1) y una incubadora con agitador
orbital (T2) a una velocidad de 100 rpm.

Se usaron 25 mL de sedimentos, 90 ml de agua de rio, y respectivamente 5 ml de
DMSO (Dimetil Sulféxido) o Nitrapirina+DMSO en matraces erlenmeyers de 250 ml.
Las tasas de nitrificacion en estos ensayos fueron calculadas como la diferencia en
la concentracién de NH;} entre las muestras de DMSO+nitrapirina y control (solo

DMSO) de acuerdo a la siguiente ecuacion, propuesta por Kemp y Dodds, (2002):

Cn—Cc
g
t

( )

nitrificacion =
Donde:

Cc es la concentracion final NH{ de las unidades experimentales con DMSO+
nitrapirina,

Cc es la concentracion final NH; de las unidades experimentales control (solo
DMSO),

g es mL de sedimento del substrato,

t es el tiempo.
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3.7. Analisis estadistico
Se realizé una correlacion de Spearman con el programa Past para conocer la
relacion entre las tasas de nitrificacion con las variables fisico-quimicas y su

significacia.

Ademas, para detectar las diferencias entre las tasas de nitrificacion a diferentes
temperaturas y concentracion de nutrientes se utilizé un analisis de varianza de dos
vias (ANOVA) usando el software InfoStat (InfoStat, 2008). Donde se establecié que
las variables independientes fueron la concentracion de nutrientes y la temperatura,
con cada agua de rio, se aplicé esta distribucion para cada ensayo con 4

repeticiones.

Este trabajo de investigacion fue realizado en el marco del proyecto: Metabolismo
Fluvial, dirigido por José Vicente Montoya y financiado por la Universidad de Las

Américas, Ecuador.

4, Capitulo V. Resultados

4.1. Caracterizacion de las localidades

La caracterizacion a través de las variables fisicoquimicas asi como
hidromorfolégicas analizadas presentan valores diferentes entre las localidades
(Tabla 6). De los seis puntos de muestreo, en la que se sefialan entre los datos
obtenidos en campo el rango altitudinal que va desde los 2494 a 2784 msnm vy el

orden de cada rio en los sitios de muestreo.

Las medidas in situ, presentaron valores de conductividad eléctrica (CE) mas altos
en los sitios mas enriquecidos existiendo una relacion lineal significativa (F=593.11
p<0.0001) entre la CE y las localidades: San Pedro, Sambache y Ayahurco con
valores que oscilan entre 231.60 a 715.7 uS/cm y los valores mas bajos de los rios

poco enriquecidos Alambi, Pichan y La Sierra en un rango de 114.5a 176.06 uS/cm,



28

el caudal de estos sitios estuvo en un rango entre 0.028 a 0.572 m-3s™', y el rango

de pH>7 considerando a la mayoria de los sitios con un pH basico.

Estos rios presentan valores cercanos en cuanto a oxigeno disuelto en un rango de
6.89 a 7.58 mg/L existiendo una relaciéon lineal significativa (F=3.39, p=0.0386),
mientras la temperatura (F=34.68, p<0.0001) es mucho mas alta en los rios de la
subcuenca del San Pedro mostrando valores de 15.77 a'y 13.87°C a diferencia de
los rios de la cuenca del rio Alambi, que oscilan en rangos de 10.87 a 12.93°C
respectivamente. El porcentaje de cobertura de dosel denota, que a excepcion de

San Pedro (30.02%), todas las otras localidades presentan valores mayores a 50%.

Tabla 6.

Valores promedio (terror estandar) de las variables medidas in situ en las diferentes
localidades.

Alambi Pichan La Sierra Ayahurco Sambache San Pedro
Caudal m3s™" 0.408 0.374 0.572 0.028 0.213 NA
Cobertura de
63.4 70.48 54.5 69.67 92.75 30.02
dosel (%)
pH 7.73 6.94 7.43 7.5 7.84 8.3
SVT mg.I! 0.87 (0.23) 0.47 (0.12) 0.93 (0.50) 3.93(1.27)  4.00(1.56)  3.87 (1.80)
SST mg.I" 3.00 (0.53) 3.93 (0.42) 3.93(0.50)  10.07(0.31)  4.33(3.23) 11.33(8.24)
T oc** 10.87 (0.49) 12.93(0.61) 13.87(1.00) 11.13 +0.15 15.77 (0.15) 13.70 (39.00)
DOl mg.l'* 7.58 (0.65) 6.89 (0.03) 7.55 (0.17) 6.90 (0.31) 7.50 (0.03)  7.42 (0.04)
Conductividad
118.30(4.66)  176.03(2.76)  114.47(1.12) 231.60(2.88) 305.93(0.68) 715.6(39.0)
(uS cm1y**

** Significativo a 0,005 p
* Significativo a 0,005 p

Los detalles de los analisis post-hoc LSD estan los anexos: 13, 14, 15.

Para la calidad de bosque de ribera y habitat fluvial, las variabilidades de los indices
en las estaciones seleccionadas se detallan a continuacién. Para QBR (F=12.81,
p=0.0373) los valores del indice se distribuyeron de la siguiente forma en la
microcuenca del Alambi los rios: Alambi. “calidad buena” (QBR>76-96), Pichany La
Sierra “calidad intermedia” (QBR>51-75), mientras en la microcuenca del San Pedro

los rios: Ayahurco, Sambache, San Pedro “mala calidad” (QBR>26-50). IHF, pese
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a que no es significativo coadyuva a la relacién con el indice QBR, los valores de
este indice fueron 66 para Alambi, 58 Pichan, 64 La Sierra, 61 Ayahurco, 57
Sambache, 57 San Pedro; los componentes de este indice corresponden a
regimenes de velocidad/profunda, frecuencia de rapidos, diversidad de sustrato,
Sambache y San Pedro en general puntuaron mas bajo debido al porcentaje de

cubierta vegetal (ver Tabla 7).

Los valores de los diferentes indices aplicados se muestran en el anexo 2 y 3, asi
como las puntuaciones de referencia obtenidos de acuerdo al protocolo en las tablas
3y 4 respectivamente, mientras los detalles de los analisis post-hoc LSD en el anexo
16.

Tabla 7
QBR e IHF obtenidos en las estaciones de muestreos.

IHF CALIFICACION QBR* NIVEL DE CALIDAD QBR-

IHF And

Alambi 66 Adecuado 80 Vegetacion ligeramente
perturbada, calidad buena.

Pichan 58 Con limitaciones 70 Inicio de alteracion
importante, calidad
intermedia.

La Sierra 64 Adecuado 60 Inicio de alteracion
importante, calidad
intermedia.

Ayahurco 61 Adecuado 45 Alteracion fuerte, mala
calidad.

Sambache 57 Con limitaciones 40 Alteracion fuerte, mala
calidad.

San Pedro 57 Con limitaciones 30 Alteracion fuerte, mala
calidad.

* Significativo a 0,005 p

Los parametros medidos en laboratorio (Tabla 8), muestran las tasas de DBOs
(F=150.65, p<0.0001) de los rios del primer grupo menos enriquecido en un rango

de 0.33 a 3.0 mgOa.I"" versus el segundo grupo de mas enriquecidos que se
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encuentra en rangos de 4.0 a 43.0 mgOz2.I'' Mientras los valores de DQO (F=139.34,
p<0.0001) fluctuan entre 9.43 a 63.65 mgO2.I"! siendo los valores mas altos en San
Pedro y Ayahurco. La mayor concentracion de aceites y grasas (p=0.027) se registrd
en la quebrada Sambache con un valor de 9.74 mg/l, mientras los otros sitios

oscilaron entre 0.1 a 0.8 mg.I".

Tabla 8.

Parametros fisico quimicos medidos en laboratorio (x1ES) de cada sitio de estudio.

Alambi Pichan La Sierra Ayahurco Sambache San Pedro
Color UPC 2467 $21.07 19.00 #1126 1247 $0.06 2533 2223 3233 34.35 20.33 +13.57
Turbidez NTU 200 #1.00 167 #1.15 097 006 467 153 200  +1.00 7.00 +6.93
Nitritos mg/l * 0.01  +0.01  0.06 +0.01  0.01 #0.00 0.05 £0.01 0.09 006 002 0.01
Nitratos mg/l ** 200 +0.13 123 009 078 032 139 004 235 017 291  £0.12
Nitrégeno total ** 1.33 +1.11  2.31 +1.11 1.82 2073 1.33 042 2.06 +0.84 522 +0.42
Amonio mg/l 0.05 0.08 0.06 0.35 0.36 0.37
Fosfatos mg/l 0.08 +0.06 0.12 +020 0.06  +0.02 0.15 +0.02 0.14 +0.01 0.26 +0.01
DBO5 mgO02/1 ** 0.33 $0.58 3.00 +1.73 033 058 7.67 +4.93 3.33 +0.58 4267 %115
DQO mg02/l ** 9.43 +0.34 1237 +0.34 7.86 068 2590 1547 16.69 122 63.35 $3.67
Cloruros mg/l 2248  +268 4263 268 20.88 :0.07 2093 £1.23 27.13  +149 3255  +1.23
Sulfatos mg/l 8.45 $0.43 7.70 +0.10 819  $0.17 1500 071 13.94 $1.03 19.57  $0.34
Fésforo Total mg/l 1.07 $0.12  1.38 $0.67 1.02  $0.02 270 $0.07 271 +0.03 3.42 +0.08

Aceites y Grasas mg/l 0.01 +0.00 0.01 +0.01 001  #0.00 0.1 +000 055  +9.78 008  0.01
Durezamg CaCO3/L 2936 %231 1601 %400 28.03 400 2803 801 1468 462 5338  #6.12

Alcalinidad mg 20.27

2027 +2.70 28.07 +4.68 540 2714  £337 3431 £270 73.92 1281
CaCozsll
SVT mg/l 0.87 +0.23 047  $0.12 093 050 3.93 #1.27 400 #156 3.87 +1.80
SST mgl/l 3.00 053 3.93 042 393 050 10.07 031 4.33  #323 11.33 1824

** Significativo a 0,005 p
* Significativo a 0,005 p
Los detalles de los analisis post-hoc LSD estan en el anexo 17, 18, 19, 20, 21

respectivamente.

Los datos de nitritos (F=3.45, p=0.0365) y nitratos (F=39.79, p<0.0001) presentaron
en general valores bajos 0.01 a 0. 09mg.I"' y 0.78 a 2.91mg.I"" respectivamente. En
nitrégeno en su forma amoniacal presento valores de 0.048 a 0. 371mg.I"". Los de
nitrogeno total (F=9.00, p=0.0009) variaron de 1.03 a 4.01 mg. I'! (figura 5).
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Figura 5. Nitratos, nitritos y amonio de los sitios de muestreo.

Para los parametros de clorofila a, materia organica medidos en epiliton y
sedimentos se detallan en la tabla 9, mientras los rangos de cada medicion en las
siguientes figuras.

Tabla 9.

Clorofila a y materia organica de perifiton y sedimentos medidos en laboratorio
(£1ES) de cada localidad.

Alambi Pichan La Sierra Ayahurco Sambache San Pedro
MO mg/cm2
. 20.07(2.90) 26.92(8.90) 20.56 (5.74)  34.74(19.47) 43.91 (13.56) 28.50 (9.32)
sedimentos
MO mg/m2
vy 507.33(395.98) 4831.73 (430.29) 321.02 (202.96) 1384.96 (1322.23)1499.80 (1019.95)  7547.36 (1004.32)
Perifiton
Clorofila
ug/10cm2 2.16 (2.32) 7.23(3.03) 12.54 (7.90) 2.82 (4.68) 3.24 (1.25) 12.54 (7.87)
Sedimentos *
Clorofila
ug/10cm2 4.36 (2.53) 0.57 (0.08) 1.21 (1.07) 0.29 (0.02) 1.01 (0.42) 0.42 (0.22)
perifiton *

** Significativo a 0,005 p
* Significativo a 0,005 p

Los detalles de los analisis post-hoc LSD estan en el anexo 22, 23 y 24

respectivamente.
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La cantidad de clorofila de perifiton (F=4.13, p=0.0203) es mucho mas alta en los
rios Alambi, La Sierra y Sambache, a comparacion de los rios Pichan, Ayahurco y

San Pedro con valores que corresponden al siguiente rango (figura 6).

Clorofila perifiton
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Figura 6. Clorofila medida en perifiton en las diferentes localidades expresada en
ug.10cm2.

Los valores de clorofila en sedimentos (F=3.94, p=0.0238) varian entre sitios en la
figura 7, destacando los valores de La Sierra y San Pedro 12.54 y 12.56

respectivamente, mientras los otros sitios los valores fueron bajos en un rango de
2.15a7.22 mg.cm=.
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Figura 7. Clorofila en sedimentos de las diferentes localidades.

La cantidad de materia organica expresada en mg.cm? mas alta se presento en
Sambache 43.91 mg.cm, mientras los otros sitios oscilaron entre 20.07 a 34.71

mg.cm (Figura 8).
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Alambi Pichan La Sierra Ayahurco Sambache San Pedro
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Figura 8. Materia organica (mg.cm) por sitio encontrado en sedimentos.

Como se observa en la figura 9, los valores de materia organica en perifiton
(F=10.54, p=0.0005) expresada en mg.m=, presenta los valores mas altos en San
Pedro y Pichan 7547.35 a 4831.73 mg.m mientras los otros valores oscilan entre
321.01 a 1499.79 mg.m=2,
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Materia organica perifiton (mg.m-2)
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Figura 9. Materia organica (mg.m-2) por sitio encontrado en perifiton.

Se realizé la clasificacion de sedimentos de las muestras compuestas tomadas en
campo, en los tres sitios establecidos por cada localidad (Tabla 10), luego de ser
secadas y tamizadas, en la que se establecieron tres clases de tipo de sedimento:
arenas, arena fangosa y arena gravosa segun Shepard (1954), utilizando el software
SEDCLASS (Sediment Classification).

Tabla 10

Porcentaje de arena, grava y fangos por cada localidad de estudio.

Granulometria

Localidades Arena Grava Fangos Clasificacion’
Alambi 87.6 4.4 8.1 Arena
Pichan 88.7 2.5 8.8 Arena

La Sierra 86.6 3.7 9.6 Arena
Arena
Ayahurco 67.9 3.9 28.2
Fangosa
Arena
Sambache 67.5 3.8 28.7
Fangosa
Arena
San Pedro 79.6 16.6 3.8
gravosa

7 Segun Shepard (1954)
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4.2. Tasas de nitrificacion

Para conocer el estado de los rios en estudio en la tematica de las tasas de
nitrificacion las mismas que fueron muy variables, con valores entre 0.0098 y 0.0221
g.N.m-2.d-%. Independientemente del tratamiento (T1 vs T2) o de los grupos de
localidades (oligotréficas o eutrdficas) no se observo un patrén claro asociado con

cambios de nutrientes, ni temperatura (Figura 11).

0,0500

0,0400
0,0300
0,0200 -|-

0,0100 -I-

Nit e Nm-id

0,0000 Y~— — —
Olig T1 Tl Olig T2 Eu T2
GRUPO DE RiOS POR NUTRIENTES Y TEMPERATURA

Figura 10. Tasas de nitrificacion (media + 1 ES, n=3) en sedimentos fluviales de
localidades de la cuenca alta del rio Guayllabamba. Las localidades agrupadas en:
oligotroficas y eutrdficas y bajos dos temperaturas (T1: temperatura del rio; T2:
temperatura 28°C).

No se observaron diferencias significativas entre las tasas de nitrificacion (p>0.05)
a las diferentes temperaturas probadas y la concentracion de nutrientes en los
diferentes grupos (Figura 12). Aunque las tasas de nitrificacion para los seis rios
oscilaron entre OOy 0.5 g Nm-2. &1, (Figura 12), exhibiendo las tasas mas altas en
La Sierra, Pichan y Ayahurco.
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Figura 11. Tasas de nitrificacion en sedimentos fluviales de las seis localidades
estudiadas de la cuenca alta del rio Guayllabamba bajo dos temperaturas (T1:

temperatura del rio; T2: temperatura 28°C).
Andlisis de la varianza

Variable N R R Aj Cv
Tasas de nitrificacion 12 0.1 0.00 0.00 162.94

Cuadro de Anélisis de la Varianza (SC tipo Il1)

FV S.C gl CM F p-valor
Modelo 3.2E-04 2 16E-04 047 6.4E-01
Nutrientes 3.2E-04 1 3.0E-04 0.9 3.7E-01
Temperatura 1.5E-05 1 1.5E-05 0.05 8.4E-01
Error 3.0E-03 9 3.3E-03

Total 3.3E-03 11

Figura 12. ANOVA de dos vias para detectar las diferencias entre las tasas de
nitrificacion a diferentes temperaturas y grupos de localidades con base en

concentracion de nutrientes.
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5. Capitulo VI. Discusion

5.1. Caracterizacion de las localidades de estudio

Todas las localidades de estudio en el presente trabajo estan impactadas en grado
variable por actividades agropecuarias en sus cuencas de drenaje. La seleccion
realizada a priori para poder diferenciar dos grupos de localidades con base en el
enriquecimiento de nutrientes permitié agrupar 3 sitios como “oligotréficos” (Alambi,
Pichan y La Sierra) y 3 sitios como “eutréficos” (Ayahurco, Sambache y San Pedro).
Esta diferenciacion inicial entre “eutréficos” y “oligotréficos”, realizada a partir de
valores de amonio, pudo ser corroborada con muchas otras variables que se
midieron posteriormente. Entre estas, esta la conductividad uS.cm-', fosfatos mg.I-
1, fosforo total mg.I"", nitrégeno total mg.I"", las fraccciones inorganicas del nitrogeno
turbidez NTU, DBOs mg.I"" y DQO mgOa..I".

Es asi como en rios con mayor contenido de nutrientes existe mayor cantidad de
biomasa algal que estan asociados a los sustratos. Ademas por lo general en rios
afectados por actividades agropecuarias se sabe que existe un incremento en los
valores de turbidez, solidos y aumento de las medidas de DBOs y DQO, como
respuesta a la mayor demanda de O2 asociadas a una mayor cantidad de materia

organica en el sistema (Allan, 2004).

Los valores de nutrientes de las localidades con mayor enriquecimiento son por lo
general mayores tanto en fésforo total como en las fracciones inorganicas de
nitrégeno, indicando una entrada de nutrientes a los cuerpos de agua asociados al
uso de fertilizantes y el mantenimiento de ganado en estas areas. Debido a que el
nitrégeno especialmente en forma de nitratos, degradan la calidad del agua
(Gutierrez, 2009).

Los valores mas altos de turbidez fueron encontrados en las localidades agrupadas
como mas enriquecidas en nutrientes que a su vez fueron las que tuvieron valores

de QBR e IHF mas bajos. El uso de estos indices (QBR e IHF) permitio comparar



38

las diferentes localidades, estableciendo una tendencia a la degradacion de la ribera
puesto que mostraron una menor puntuacion los 3 rios mas enriquecidos “mala
calidad” en todos sus puntos. Acosta et al., (2009) sefala que incluso en muchos
habitats potencialmente apropiados con un valor de IHF>40, se presentan valores
extremadamente bajos del ABI (Andean Biotic Index), como ocurre en tres
estaciones ubicadas en el rio San Pedro y que fueron estudiadas por estos autores.
Por ende, el valor absoluto del indice (IHF) no es representativo de la calidad del
agua, este debe compararse con condiciones de referencia, la aplicacion del ABI,
para tener una correlacién entre los factores ambientales y los macroinvertebrados
presentes en las localidades esperando una disminucién significativa cuando se es
mas evidente el deterioro, debido a que este indice no muestra la calidad del agua

si no los cambios en la estructura de los rios.

A diferencia de la aplicacion de QBR, citando que los bosques que tienen un QBR
alta evitan la erosion, es decir tienen menor turbidez, porque los bosques riberefios
presentan una buena calidad como es el caso del grupo con valores mas bajos de
turbidez que tienen una relacién de QBR mas alto. Otros autores (Chara et al.,
2007; Giraldo et al.,2011), quienes en una zona ganadera de la cuenca del rio La
Vieja (Valle del Cauca, Colombia), encontraron que las fuentes de agua que tenian
zona riberefa protegida presentaban menores valores de turbidez, DBOs-20:c y
coliformes que las quebradas sin proteccion por franjas de vegetacion. De igual
manera, en un estudio realizado por Thomas et al. (2004) en la Amazonia,
encontraron que quebradas en zonas de pasturas presentaron menos oxigeno
disuelto y mayores valores de solidos en suspension, nitrégeno amoniacal y fosforo

total que quebradas en zonas boscosas.

Afos de investigacion han establecido como las condiciones y la posicion de las
cuencas hidrograficas en el sistema fluvial influyen en los procesos y formas del
canal (Petts, et al., 1996) y las caracteristicas del ecosistema (Vannote et al., 1980)
Ademas sefialas que los valores de la carga de DBO indican el comportamiento de

la cantidad de materia organica degradable, en ambientes naturales muy poco
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impactados sus valores son relativamente bajos como el caso del primer grupo de
rios, con menos cantidad de nutrientes y menores demandas de oxigeno por parte

de la materia organica.

Adicionalmente, a estas variables fisico quimicas por las cuales se diferencié los
dos grupos de localidades, dependiendo de su enriquecimiento de nutrientes, se
esperaria que entonces los rios con mayor enriquecimiento de nutrientes, presenten
una mayor acumulacion de biomasa algal y materia organica en sustratos en los
rios mas enriquecidos y que adicionalmente tendrian mayor entrada de luz porque

su cobertura de dosel en estos sitios es mas baja.

No obstante, los resultados de este estudio no mostraron esta relacién, puesto que
las localidades con mayor enriquecimiento de nutrientes presentaron valores de
clorofila a, medida en perifiton relativamente bajas, esto probablemente debido a
una elevada carga de sedimentos que limitan el paso de la luz y ademas recubren
las rocas y no permiten la fijacion de biopeliculas con mayor numero de algas en los
rios mas impactados. En sistemas de captaciéon de agua existen control de las
biopeliculas, mediante lavado a presion (Ellison, 2003) en la que explica que los
sedimentos y biopeliculas son removidos, lo mismo ocurre en la naturaleza cuando
los caudales aumentan y dejan libres las superficies donde se ubicarian las

biopeliculas jovenes.

La clorofila a depende de la concentracion de nutrientes (fésforo total y nitrégeno
total), penetracion de la luz y temperatura del agua (Bonansea et al., 2012), y su
respuesta tiende a ser multifactorial lo que hace que aunque haya muchos
nutrientes, por ejemplo en las localidades enriquecidas, si hay limitacion de luz la
acumulacién de biomasa se ve desfavorecida. Otro caso es en los rios donde se
presentan altas temperaturas, que favorecen la proliferacion de algas pero si no hay
condiciones de luz y nutrientes, la biomasa algal se vera limitada (Labbé et al.,
2017).
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No hay que perder de vista que, independientemente del grado de enriquecimiento
por nutrientes todas las localidades de este estudio tienen actividad ganadera, la
diferencia es la intensidad que estas presentan por sitio. Tal es el caso del rio Alambi
y La Sierra, cuya actividad ganadera es limitada mientras que en Sambache por
ejemplo adicionalmente a una alta actividad ganadera problablemente se encuentra
un camal clandestino de pollos que fue detectado por presencia de plumas y restos

de visceras en los sedimentos.

5.2. Nitrificacion en sedimentos fluviales de la Cuenca Alta del Rio Guayllabamba

El proceso de nitrificacion en ecosistemas fluviales tropicales es casi por completo
desconocido. Sin embargo, por estudios realizados en sistemas templados se sabe
que el incremento en nutrientes (especialmente las fracciones de nitrégeno) es un
factor importante que modula las tasas de nitrificacion, aunque la evidencia es a
veces contradictoria y no concluyente (Kemp y Dodds 2001, 2002; Strauss y
Lamberti 2002). Con respecto a al temperatura es bien sabido que existe una
relacion entre la actividad microbiana y el aumento de temperatura (Cayre et al.,
2001). De esta manera se esperaba que se obtuvieran mayores tasas de
nitrificacion en sedimentos fluviales de las localidades que tenian mayor
enriquecimiento de nutrientes. Adicionalmente, en los experimentos que se
realizaron aumentando la temperatura se esperaba obtener tasas de nitrificacion
mas altas, en respuesta al incremento del metabolismo microbiano asociado al
aumento de temperatura. Pero, nuestros resultados muestran que el impacto de la
temperatura en la tasa de nitrificacion de la biopelicula no presenta un incremento

cuando esta es expuesta a la temperatura 2 (28 °C) anulando la hipétesis sugerida.

Aunque no se tiene informacion sobre el efecto del aumento de temperatura sobre
las tasas de nitrificacidon directamente, si se sabe que, para otros procesos del ciclo
del nitrégeno, como la desnitrificacion esta no tiene efectos. Kemp y Dodds (2002)

mostraron que no existen diferencias significativas entre la absorcion de NOs o las
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tasas de desnitrificacion a las diferentes temperaturas estudiada por los autores, lo
cual coincide con la ausencia de un patrén claro de respuesta en las tasas de

nitrificacién en los tratamientos experimentales en este estudio T1vsT2 (Figura 11).

La comparacion de las tasas de nitrificacion (calculadas por unidad de area por dia),
en habitats acuaticos sefialadas por Kemp y Dodds (2002), Straus y Lamberti (2001)
y en este estudio mostraron que las tasas mas bajas de nitrificacion generalmente
ocurrian dentro de la columna de agua, mientras que las tasas mas altas ocurren
dentro del sustrato. Las tasas dentro del sustrato varian dependiendo de donde se
realice el muestreo (Tabla 11). Otros investigadores (Dodds y Jones 1987, Rysgaard
et al., 1994) han demostrado que la eficiencia de la nitrificacion es alta cuando la
penetracion de O2 en el sedimento es mayor. En este estudio los valores de
nitrificacion obtenidos son similares a los reportados en sedimentos fluviales de la

zona templada (cita de esos valores, Tabla 11).

Por lo que es importante acotar que en todas las localidades de muestreo la
clasificacion del sedimento fue de tipo arenoso, sin embargo, en las localidades
Ayahurco y Sambache la proporcion de fangos llegé a valores de 28%. Esta mayor
proporcion de fangos en estas dos localidades con respecto a las otras pudo haber
tenido un efecto sobre las tasas de nitrificacion en el sentido de que los sedimentos
mas finos tienden a adsorber mayor cantidad de iones, entre ellos el amonio medido

para determinar las tasas de nitrificaciéon (Kemp y Dodds, 2001).

Por otra parte, teniendo en cuenta la gran importancia que tiene el oxigeno disuelto
como factor determinante en las tasas de nitrificacion (Kemp y Dodds, 2001), los
resultados de este estudio muestran que en ninguna de las localidades se presentan
limitaciones en la concentraciéon de oxigeno disuelto (valores > 6 mg.I'') al menos
en la columna de agua y en los erlenmeyers durante las 72 horas de
experimentacion (la agitacion a 100 rpm en el agitador orbital permite la difusion de
oxigeno hacia el agua). La importancia de la regulacion de O2 posiblemente
depende de una variedad de otros factores, incluyendo la disponibilidad de NH4, la

temperatura y el pH (Kemp y Dodds 2001), por lo que es necesario realizar mas
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investigaciones para determinar las interacciones de estos factores en las tasas de

nitrificacion de regulacion, tanto a escala de micro como macro.

Puesto que Strauss y Lamberti (2002) sefalan que las tasas de nitrificacion
aumentan con un pH mayor a 7.5 y decrecen gradualmente con la declinacién del
mismo, lo que denota la incidencia del pH y la concentracion de NHa. Las tasas de
nitrificacion consistentemente altas en sustratos especificos demostradas por Kemp
y Dodds (2001), muestran probablemente que estas no sean causadas por completo
por la disponibilidad de O2. El carbono orgénico (Strauss y Dodds 1997; Strauss
2000; Strauss y Lamberti 2000); temperatura; NH4 Rasmussen y Jorgesen 1992,
Strauss y Lamberti 2000); pH (Strauss 2000) todas afectan las tasas de nitrificacion
en conjuncion con la concentracion de O2. Te fala algo al principio o al final de este

parrafo que relacione tus resultados con esto que estas poniendo.

La nitrificacidon represento el 9-15% de la absorcion de NHs4 en los diferentes
sustratos estudiados por Dodds et al., (2000), que ademas de incluir sustrato con
materia organica particulada fina también incluyeron materia organica particulada
gruesa, perifiton de rocas y musgos, entre otros. Autores como Binnerup et
al.,(1992), Henriksen et al., (1993) muestran resultados que demuestran que la
variacion en las tasas de nitrificacion estan asociadas con los diferentes tipos de
sustrato, el biofilm y la asimilacion de NH4. Comparativamente a los datos de este
estudio (Tabla 12).

Tabla 11.

Tasas de nitrificacion reportadas en la literatura desde varios habitats acuaticos y

variedad de sustrato. Las tasas de este estudio son la media de los grupos.

Tipo de sustrato Tasas de nitrificacion Referencia
g N.m-2, d*
Epiliton 0.51 Kemp y Dodds, 2001
Materia organica 0.0036 Kemp y Dodds, 2001

bentdnica fina
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Algas verdes 0.0402 Kemp y Dodds, 2001
filamentosas
Materia organica 0.00191 Kemp y Dodds, 2001
bentdénica gruesa
Sedimentos 0.004-0.011 Henriksen et al., 1993
Sedimentos que 0.014-0.017 Henriksen et al., 1993
contienen bivalvos
Sedimentos estuarinos 0.006 Binnerup et al., 1992
Sedimentos de aguas 0.04 Doods y Jones, 1987

dulces oligotréficos
Sedimento de aguas 0.25 Dodds y Jones, 1987
dulces oligotréficos
Sedimentos en (-0.0007-0.0555) Este estudio
localidades poco
enriquecidas en
nutrientes. Andes
tropicales
Sedimentos en (-0.0024-0.0257) Este estudio
localidades
enriquecidas en
nutrientes. Andes

tropicales

Adaptado de Kemp y Dodds, 2001
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6. Conclusiones y Recomendaciones

6.1.Conclusiones

Este trabajo presenta por primera vez para rios andinos informacién sobre el
proceso de nitrificacion, incluyendo las primeras estimaciones para las tasas de
nitrificacién en sedimentos fluviales, concluyendo que las tasas de nitrificacion son
tan bajas debido a que estos ecosistemas no pueden transformar el amonio
presente, debido a la entrada de nutrientes por actividades ganaderas, la
sobrecarga del rio y su capacidad para completar el ciclo de nutrientes y

autodepuracién.

Se determiné que el enriquecimiento de nutrientes y la temperatura en este estudio
no tuvieron un efecto significativo sobre las tasas de nitrificacion. Tampoco se
observo un patrén general del efecto de la temperatura y el efecto del
enriquecimiento de nutrientes sobre la nitrificacion. Por otro lado, las tasas de

nitrificacién obtenidas en este estudio se pueden considerar bajas.

Debido a la naturaleza compleja de los factores que afectan las tasas de nitrificacion,
es necesario poder contar con un numero de muestras mucho mas alto, que
presenten un espectro de variabilidad mas amplio para poder tener mayor robustez

en las inferencias estadisticas a realizar.

Se determind las diferentes fracciones de nitrégeno en el agua, asi como de muchas
otras variables fisico quimicas, de habitat y de sustratos (material organica y clorofila
en sedimentos y rocas) y se pudo constatar que los dos grupos conformados por
tres localidades enriquecidas por nutrientes y tres localidades poco enriquecidas
presentan caracteristicas contrastantes y que efectivamente los dos grupos

configurados son congruentes.

Este estudio proporciona una base para futuras investigaciones y para la

implementacién de métodos de evaluacion de las tasas de nitrificacion, esto como
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posible parametro que contribuya a determinar la calidad del agua de los rios. Para
el desarrollo de estos métodos, es necesario la estandarizacion para e muestreo,
recoleccion, clasificacion y analisis de agua, sedimentos y biota. Mas importante
aun es la estandarizacién de los métodos para la estimacién de procesos como la
nitrificacion.

Debido a lo poco que se conoce del proceso de nitrificacion en el proceso de agua
dulce en general y a que los factores que lo regulan aun no estan claramente
establecidos es necesario que se hagan estudios experimentales considerando los

factores independientemente de manera controlada.

6.2. Recomendaciones

La distribucion geografica y espacial de la contaminacion de agua en los Andes
ahora estd dominada por los flujos de las grandes areas metropolitanas (UNEP,
2000). Quito una ciudad ubicada en los Andes y con una presion poblacional
considerable, ademas de su alta demanda del recurso hidrico, aumenta la
necesidad de hacer cambios sobre la calidad del agua que entregan las ciudades
aguas abajo para las poblaciones siguientes. Puesto que solo se trata el 5% de las
aguas residuales de la regidon y la contaminacion de las aguas superficiales y

subterraneas se estan convirtiendo en un tema controvertido (UNEP, 2007).

Esto ocurre en su mayoria por la ausencia de modelos administrativos que
garanticen la equidad y sostenibilidad del recurso hidrico. La gran parte de los
estudios realizados en la zona altoandina se han centrado en e analisis de las
caracteristicas ambientales de zonas poco extensas que se localizan a diferentes
latitudes vy altitudes (Rivera et al., 2002; Jacobsen, 2003; Moya et al., 2003).

Es muy importante para poder comparar resultados entre diferentes estudios que
investiguen el proceso de nitrificacion, que se logre estandarizar una metodologia

comun y que sea replicable. Una de los aspectos mas importantes a tomar en cuenta
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es la manera de expresar los resultados. En este estudio fue dificil poder encontrar
suficientes datos para comparar porque los autores expresan sus resultados en
diferentes unidades. En este estudio el levantamiento de datos se hizo de manera
exhaustiva y de esta manera se pudo expresar las tasas de nitrificacion en unidades
de area, volumen, masa necesaria para adaptarse a los resultados encontrados en

la literatura.

Ademas cabe sefialar que es trascendente la medicidén de nitrificacion debido a la
informacién que otorga del comportamiento de la concentracién de nutrientes para
rios altoandinos. La presencia o ausencia de estos determinan el estado de los rios
sobre el comportamiento del metabolismo de nutrientes, su autodepuracion en
especial el ciclo del nitrégeno, coadyuvando a la gestién ambiental en cuanto a su

arrastre y transporte, disminucion o aumento aguas abajo.
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Anexo 1. Medicion de amonio de los doce sitios, en los que se eligio los tres valores
mas altos y los tres mas bajos.



Anexo 2. Aplicacion del indice QBR-And a las diferentes localidades.



















Anexo 3. Aplicacion del indice IHF a las diferentes localidades.



















Anexo 5. Rio Alambi



Anexo 6. Rio La Sierra
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Anexo 7. Rio Pichan



Anexo 9. Quebrada Sambache



Anexo 10. Rio San Pedro

Anexo 11. Medicion de caudal
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Anexo 12. Medicion de cobertura de dosel

Andlisis de la varianza

Variable N R R Aj Ccv

Conductividad eléctrica 18 1.00 0.99 5.82

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V S.C gl CM F p-valor
Modelo 77137135 5 154274.27 593.11 <0.0001
Localidades 771371.35 5 154274.27 593.11 <0.0001
Error 312131 12 260.11

Total 77449266 17

Test: LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=34.14961
Error: 260.1089 gl: 12



Localidades Medias n E.E

LA SIERRA 114.47 3 9.31 A

ALAMBI 118.30 2 9.31 A

PICHAN 176.03 3 9.31 B

AYAHURCO 231.60 1 9.31 C
SAMBACHE 305.93 3 9.31 D

SAN PEDRO 715.67 3 9.31 E

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0.05

Anexo 13. ANOVA de dos vias de CE vs localidades y analisis post-hoc LSD.

Analisis de la varianza

Variable N R R Aj cv
Oxigeno disuelto 18 0.59 0.41 4.16

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V S.C gl CM F p-valor
Modelo 1.57 5 0.31 3.39 0.0386
Localidades 1.57 5 0.31 3.39 0.0386
Error 1.11 12 0.09

Total 2.68 17

Test: LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=0.64364
Error: 0.0924 gl: 12

Localidades Medias n E.E

PICHAN 6.89 3 0.18 A
AYAHURCO 6.90 1 0.18 A B
SAN PEDRO 7.42 3 0.18 A B
SAMBACHE 7.50 3 0.18 B
LA SIERRA 7.55 3 0.18 B
ALAMBI 7.58 2 0.18 B

Medias con una letra comtin no son significativamente diferentes (p>0.05)

Anexo 14. ANOVA de dos vias de Oxigeno disuelto vs localidades y analisis post-
hoc LSD.



Andlisis de la varianza

Variable N R R Aj Ccv
Temperatura 18 0.94 0.91 4,15

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V S.C gl CM F p-valor
Modelo 50.77 5 10.15 34.68 <0.0001
Localidades 50.77 5 10.15 34.68 <0.0001
Error 3.51 12 0.29

Total 5428 17

Test: LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=1.14572
Error: 0.2928 gl: 12

Localidades Medias n E.E

ALAMBI 10.87 2 0.31 A
AYAHURCO 11.13 1 0.31 A

PICHAN 12.93 3 0.31

SAN PEDRO 13.70 3 0.31 B

LA SIERRA 13.87 3 0.31

SAMBACHE 15.77 3 0.31 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0.05)

Anexo 15. ANOVA de dos vias de Temperatura vs localidades y analisis post —hoc
LSD.

Analisis de la varianza

Variable N R R A Ccv
QBR 5 0.81 0.75 15.54

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V S.C gl CM F p-valor
Modelo 90750 1 907.50 12.81 0.0373
Localidades 907.50 1 90750 12.81 0.0373
Error 212.50 3 70.83




Total 1120.00 4
Test: LSD Fiseher Alfa=0.05 DMS=4.37482

Error: 70.833 gl: 3

Localidades Medias n E.E
EUTROFICO 42.50 2 5.96 A
OLIGOTROFICO 70.00 3 4.86 B

Medias con una letra comuin no son significativamente diferentes (p>0.05)

Anexo 16. ANOVA de dos vias de QBR vs grupos de nutrientes y analisis post-hoc
LSD.

Andlisis de la varianza

Variable N R R A Ccv
DBO5 18 0.98 0.98 25.22

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V S.C gl CM F p-valor
Modelo 404478 5 80896 139.34 <0.0001
Localidades  4044.78 5 808.96 139.34 <0.0001
Error 69.67 12 5.81

Total 4114.44 17

Test: LSD Fiseher Alfa=0.05 DMS=4.37482
Error: 5.8056 gl: 12

Localidades Medias n E.E

ALAMBI 0.33 3 1.39 A

LA SIERRA 1.50 4 1.20 A

PICHAN 2.00 2 1.70 A
SAMBACHE 3.33 3 1.39 A
AYAHURCO 7.67 3 1.39 B

SAN PEDRO 42.67 3 1.39 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0.05)

Anexo 17. ANOVA de dos vias de DBO vs localidades y analisis post —hoc LSD.



Andlisis de la varianza

Variable N R R Aj cv
DQO 18 0.98 0.98 13.09

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo Ill)
FV S.C gl CM F p-valor
Modelo 6591.66 5 1318.33 150.65 <0.0001
Localidades 6591.66 5 1318.33 150.65 <0.0001
Error 105.01 12 8.75
Total 6696.67 17

Test: LSD Fiseher Alfa=0.05 DMS=5.37114

Error: 8.7509 gl: 12
Localidades Medias n E.E
LA SIERRA 9.94 4 1.48 A
ALAMBI 9.43 3 1.71 A
PICHAN 12.47 2 2.09 A B
SAMBACHE 16.69 3 1.71 B
AYAHURCO 25.90 3 1.71 C
SAN PEDRO 63.35 3 1.71 D

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0.05)

Anexo 18. ANOVA de dos vias de DQO vs localidades y analisis post —hoc LSD

Andlisis de la varianza

Variable N R R Aj Cv
Nitritos 18 0.59 0.42 73.86
Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo Ill)
F.V S.C gl CM F p-valor
Modelo 001 5 3.0E-03 3.45 0.0365
Localidades 001 5 3.0E-03 3.45 0.0365
Error 0.01 12 8.6E-04
Total 0.03 17




Test: LSD Fiseher Alfa=0.05 DMS=0.05334
Error: 0.0009 gl: 12

Localidades Medias n E.E

ALAMBI 0.01 3 0.02 A

SAN PEDRO 0.02 3 0.02 A

LA SIERRA 0.02 4 0.01 A
PICHAN 0.05 2 0.02 A B
AYAHURCO 0.05 3 0.02 A B
SAMBACHE 0.09 3 0.02 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0.05)

Anexo 19. ANOVA de dos vias de nitritos vs localidades y analisis post —hoc LSD

Andlisis de la varianza

Variable N R R Aj Ccv
Nitratos 18 0.94 0.92 12.02

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo Ill)

FV S.C gl CM F p-valor
Modelo 9.08 5 1.82 39.78 <0.0001
Localidades 9.08 5 1.82 39.78 <0.0001
Error 055 12 0.05

Total 9.63 17

Test: LSD Fiseher Alfa=0.05 DMS=0.38792
Error: 0.0456 gl: 12

Localidades Medias n E.E

LA SIERRA 0.92 4 0.11 A

PICHAN 1.18 2 0.15 A
AYAHURCO 1.39 3 0.12 B
ALAMBI 2.00 3 0.12 C



SAMBACHE 2.35 3 0.12 C

SAN PEDRO 2.91 3 0.12 D
DMedias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0.05)

Anexo 20. ANOVA de dos vias de nitratos vs localidades y analisis post —hoc LSD.

Andlisis de la varianza

Variable N R R A Cv
Nitrogeno total 18 0.74 0.70 35.74

Cuadro de Anilisis de la Varianza (SC tipo Il1)

F.V S.C gl CM F p-valor
Modelo 18.72 5 3.74 9.00 0.0009
Localidades 18.72 5 3.74 9.00 0.0009
Error 4.99 12 042

Total 23.71 17

Test: LSD Fiseher Alfa=0.05 DMS=1.17101
Error: 0.4160 gl: 12

Localidades Medias n E.E

AYAHURCO 1.03 3 0.37 A
ALAMBI 1.03 3 0.37 A

LA SIERRA 1.54 4 0.32 A
SAMBACHE 1.59 3 0.37 A
PICHAN 1.68 2 0.46 A

SAN PEDRO 4.01 3 0.37 B

DMedias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0.05)

Anexo 21. ANOVA de dos vias de nitrégeno total vs localidades y analisis post —hoc
LSD

Analisis de la varianza

Variable N R R Aj cv
Clorofila en perifiton 18  0.69 0.53 91.11




Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V S.C gl CM F p-valor
Modelo 35.33 6 5.89 4.13 0.0203
Localidades 35.33 6 5.89 4.13 0.0203
Error 15.67 11 1.42

Total 50.99 17

Test: LSD Fiseher Alfa=0.05 DMS=2.53104
Error: 1.4241 gl: 12

Localidades Medias n E.E

AYAHURCO 0.29 3 0.69 A

SAN PEDRO 0.30 2 0.84 A
PICHAN 0.53 2 0.84 A
SAMBACHE 1.01 3 0.69 A

LA SIERRA 1.07 4 0.60 A
ALAMBI 4.37 3 0.69 B

DMedias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0.05)

Anexo 22. ANOVA de dos vias de clorofila en perifiton vs localidades y analisis
post —hoc LSD

Analisis de la varianza

Variable N R R A Cv
Clorofila sedimentos 18 0.68 0.51 65.26

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V S.C gl CM F p-valor
Modelo 459.28 6 76.55 3.94 0.0238
Localidades 459.28 6 76.55 3.94 0.0238
Error 213.76 11 19.43

Total 673.04 17

Test: LSD Fiseher Alfa=0.05 DMS=2.53104
Error: 1.4241 gl: 12

Localidades Medias n E.E




ALAMBI 2.16 3 2.55 A

AYAHURCO 2.82 3 2.55 A

SAMBACHE 3.24 3 2.55 A B
PICHAN 6.48 2 3.12 A B

SAN PEDRO 8.10 2 3.12 A B

LA SIERRA 11.59 4 2.20 C

Medias con una letra comtn no son significativamente diferentes (p>0.05)

Anexo 23. ANOVA de dos vias de clorofila en sedimentos vs localidades y analisis
post —hoc LSD

Andlisis de la varianza

Variable N R R Aj Ccv
MO mg/m?2 perifiton 18 0.85 0.77 49.99

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V S.C gl CM F p-valor
Modelo 113619547.25 6 18936591.21 10.54 0.0005
Localidades 113619547.25 6 18936591.21 10.54 0.0005
Error 19770799.33 11 1797345.39

Total 133390346.58 17

Test: LSD Fiseher Alfa=0.05 DMS=2843.41666
Error: 1797345.3933 gl: 12

Localidades Medias n E.E

ALAMBI 507.33 3 774.03 A

LA SIERRA 1377.38 4 670.33 A
AYAHURCO 1384.97 3 774.03 A
SAMBACHE 1499.80 3 774.03 A

PICHAN 4974.35 2 947.98 B C
SAN PEDRO 8104.00 2 947.98 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0.05)

Anexo 24. ANOVA de dos vias de MO mg/m2 de perifitin vs localidades y analisis
post —hoc LSD






