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2. JUSTIFICACION

La Ciénaga Grande de Santa Marta presenta cambios progresivos en la
estructura del fitoplancton a consecuencia de los cambios en las

condiciones ambientales.

Vidal sostiene que las especies Cyclotella glomerata, Nitzschia sp2,
Oscillatoria sp. y Actinocyclus normanii son especies bien representativas
durante la época de invierno de la zona (Septiembre a Diciembre) y con
ensayos en laboratorio de estas especies se podria explicar la dinamica
hidrobiologica del sistema lagunar; sin embargo C. glomerata, Nitzschia
sp2. y Oscillatoria sp. no se encuentran aisladas en laboratorio, por lo tanto
se hace necesario realizar ensayos para su aislamiento y mantenimiento en
recintos cerrados para asi realizar posteriormente cualquier tipo de

tratamientos con dichas especies.



3. AREA DE ESTUDIO

El sistema lagunar estuarino conocido como Ciénaga Grande de Santa Marta
(Mapa 1), hace parte del delta exterior del Rio Magdalena y se ubica entre las
latitudes 10° 40" y 10° 59°'N vy longitudes 74° 15" y 74° 38°W en la costa Caribe
de Colombia (IGAC, 1973).

N

Boca
de la Barra

Cignaga
deg

Pajaral #7<

Rio Aracataca

Rio Fundacidn

Mapa 1. Area de estudio Cienaga Grande de Santa Marta (CGSM).

El area aproximada cubierta por el sistema estuarino (lagunas, riachuelos y
pantanos de manglar) es de 450.000 ha; que comprende dos cuerpos
principales de agua, Ciénaga Grande y Ciénaga de Pajarales, también lagunas
menores, como ciénagas La Redonda, La Luna, Ahuyama, Tigre, Conchal,
Juncal, Aguja, Piedra, Cuatro Bocas, Atascosa, Torno, Pozo Vede, conectadas

por riachuelos y canales (Botero y Mancera, 1996).
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El complejo lagunar recibia las aguas del Rio Magdalena a través del cafio
Clarin y de otros cafos (Aguas Negras, Renegado, Salado, Shiller) que
comunicaban con las ciénagas menores pertenecientes al complejo de
Pajarales (Botero, 1988). Al Este y Sur limita con las estribaciones de la Sierra
Nevada de Santa Marta (SNSM), desde donde provienen cuatro rios
principales que desembocan directamente en la Ciénaga Grande de Santa
Marta; al Norte esta separada del mar Caribe por una isla de barrera conocida
como Isla de Salamanca que tiene una boca de 200 m a 300 m de anchoy 10
m de profundidad en su parte Oriental (Boca de la Barra), donde se conecta la
ciénaga directamente con el mar (Botero op cit, 1988). El sistema hidrolégico
era dominado por la alternancia de inundaciones causadas por las aguas del
Rio Magdalena en época de lluvias y la subsiguiente desecacién de grandes

areas durante la época seca (Ensminger, 1997).

Durante la época lluviosa mayor, los vientos del Sur y el Suroeste, junto con la
inundacion ocasionada por lluvias o por el desborde del Rio Magdalena,
favorecen el transporte de agua del complejo lagunar hacia el mar (Escobar,
1991). Los periodos de lluvia y de sequia en el Delta Exterior del Rio
Magdalena DERM-CGSM, estan bien definidos presentandose una época seca
mayor de Diciembre hasta Abril, una época lluviosa menor de Mayo a Junio,
una época seca menor desde Julio hasta Agosto y de Septiembre a Noviembre

la lluviosa mayor (Wiedemann, 1973).

El clima de la zona es seco arido, con seis a siete meses de sequia al afio y un
déficit anual de agua de 1031 mm/afio ya que la evapotranspiracion (1431
mm/afno) excede ampliamente la precipitacion (400 mm/afno) (International
Global Atmosferic Chemistry (IGAC), 1973). Este tipo de clima indica que la
vegetacion predominante corresponde a la zona de vida de bosque seco
tropical en las areas inundables predominan los bosques de manglar,
constituidos por Rizophora mangle (L.) L., Avicenia germinans (Lineo) Stearn,
Laguncularia racemosa (Gaertn) y en menor proporcion Conocarpus erectus (L)
(Gonzalez, 1991).
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Desde el punto de vista fisiografico el delta exterior del Rio Magdalena incluye
tres paisajes diferentes: planicie fluvio-marina, planicie aluvial y planicie aluvial
de pie de monte (Marquez, 1982), estos son los resultados de la localizacién
geografica inter tropical y de la influencia local del mar Caribe y el Rio

Magdalena.
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4. MARCO TEORICO

En general las microalgas presentan, altas tasas de reproduccién, de tal forma
que la biomasa algal se puede duplicar cada 24 horas; ademas tienen cortos
ciclos de vida, adaptabilidad a distintas condiciones ambientales, alta eficiencia
fotosintético y crecimiento autoétrofo, heterdtrofo y/o mixotréficos (Sanchez,
2000), lo que las hace un grupo de organismos de gran interés para el estudio

de diferentes factores ambientales.

Los ecosistemas acuaticos tienen flora y fauna asociada caracteristica,
denominadas autoctonas del medio, algunos de estos individuos son utilizados
como indicadores de la calidad del agua; dentro de estas comunidades se
encuentra el fitoplancton, que son formas vegetales microscépicas que
cumplen la funcion de productor primario, (Roldan, 1989). El fitoplancton de
agua dulce esta constituido por un enorme numero de especies microscopicas
que pertenecen a las : Clorofitas, cianofitas, euglenofitas, crisofitas y pirrofitas.
En el fitoplancton marino predominan las diatomeas, dinoflagelados,

cocolitoforidos, crisomonadales y muy pocas cianofitas.

La mayoria de las especies de la clase Bacillariophyceae son microscopicas,
unicelulares y de gran uso en laboratorios marinos comerciales; las diatomeas
en general tienen un citoplasma provisto de nucleo, vacuolas, cloroplastos y a
menudo pirenoides. Los cromatoforos varian en namero y en forma, se
presentan de color amarillo pardo y a veces, en tono verdoso, caracteristicas
que estan sujetas a la cantidad de luz, nutrientes y minerales (Norstog y Long,
1976). Las diatomeas bénticas revisten importancia nutricional cuando son
empleadas directamente como alimento para postlarvas y juveniles de camarén

y peces.
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Las cianobacterias, han sido consideradas responsables de la temprana
acumulaciéon de oxigeno en la atmésfera terrestre; ellas se encuentran en
aguas de variado rango de salinidad y temperatura, en suelos humedos y en
rocas. Estas algas plantonicas microscopicas tienen gran interes para los
laboratorios marinos comerciales y también para la industria. Las especies de
mayor importancia en la acuicultura son: Spirulina sp., Oscillatoria sp.,
Anabaena sp. y Microcystis sp., las cuales poseen un elevado porcentaje de
proteina, son faciles para cultivo masivo y son usadas en la fabricacién de

dietas para organismos superiores incluyendo el hombre (Stadler et al., 1988).

La explotacion de las algas a gran escala implica, como primera medida, la
necesidad de una adecuada informacion sobre la abundancia y distribucion de
las especies, del conocimiento de sus ciclos vitales y de sus posibilidades de

explotacion.

El objetivo general de la rehabilitacion de la CGSM es devolver al ecosistema
las caracteristicas fisicoquimicos (nutrientes, salinidad y transparencia), y la
diversidad de especies que en el proceso de intervenciéon del hombre con la
construccion de la carretera entre Barranquilla y Santa Marta provoco disturbios

severos que afectaron directamente las caracteristicas esenciales del sistema.

Vidal en 1987 en la CGSM realizd6 muestreos quincenales con la finalidad de
observar la distribucién y dinamica de la estructura fitoplancténica; encontrando

las especies mas importantes por presencia y abundancia eran:

Tabla 1. Especies mds importantes en la Ciénaga Grande de Santa Marta

(C6SM) durante 1987.

GRUPO AL QUE PERTENECE especies fitoplacntonicas
Diatomea Céntricas Actinocyclus normanni
Diatomea Penada Nitzschia closterium

Neodelphineis pelagica

Cianofitas Chroococcus turgidus
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Dinoflagelado Scrippsiella trochoidea

Ademas concluye que los diferentes grupos del fitoplancton se remplazan en el
tiempo, de una manera ordenada, presentandose primero y casi
simultdneamente las diatomeas céntricas (DC) y las diatomeas penadas (DP),
luego los dinoflagelados (DI) y finalmente las cianofitas (Ci). Las DC presentan

ademas, varios picos de abundancia, importantes a lo largo del ciclo anual.

Una de las caracteristicas mas importante en la composicion de la comunidad
fitoplanctonica en la CGSM, es la relativamente estable composicion de
especies antes de la apertura de los cafos. En estudios realizados por Vidal
(1995) y Mancera (1995), indican que la comunidad fitoplanctonica esta
compuesta entre 240 - 270 taxas, aunque solo 10 taxones, dominaron mas del
90 % de la estructura de la comunidad. Las taxas siguientes se organizan por
orden de importancia en el cuerpo de agua, de acuerdo a lo descrito por los

autores anteriores:

Tabla 2. Especies mds importantes en la Ciénaga Grande de Santa Marta

(C6SM) durante 1995.

GRUPO AL QUE PERTENECE ESPECIES POR ORDEN DE ABUNDANCIA
Cianofitas Oscillatoria sp.
Diatomeas Céntricas Actinocyclus norman
Cryptophyta Hemiselmis sp.
Diatomeas Céntricas Cyclotella glomerata
Diatomea Penada Nitzchia closterium
Cianofitas Chroococcus turgidus
Dinoflagelado. Scrippsiella trochoidea
Diatomeas Céntricas Skeletonema costatum
Diatomeas Céntricas Chaetoceros sp 1.
Diatomea Penada Neodelphineis pelagica
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Vidal (1995), concluye que la diversidad y abundancia de los taxones
encontrados en la Ciénaga Grande de Santa Marta estan significativamente
asociados a los cambios de la salinidad y la transparencia del agua; asi mismo
que la diatomea céntrica Actinocyclus normanni presenta alta demanda de
silice y la presencia de esta especie se alterna a través del tiempo y del
espacio, con la cianofita filamentosa Oscillatoria sp. De igual manera, encontrd
que Cyclotella glomerata, (otra diatomea céntrica mas pequefia que A.
normanni), se encuentra en altas densidades asociada a Oscillatoria sp.; esto
se debe aparentemente a que hay un alto consumo de fésforo por parte bien

sea de Cyclotella sp. o por Oscillatoria sp.

Mancera y Vidal en 1994 entre los meses de julio y agosto, reportaron la
presencia de un fendmeno discontinuo de muerte masiva de peces en la
CGSM.; el primer evento se presento del 15 al 19 de julio, el segundo alrededor
del dia 20 de agosto y el tercero, entre el 21 y 26 del mismo mes. La presencia
en altas concentraciones de otra cianofita filamentosa, Anabaenopsis sp.
altamente téxica, podria estar relacionada con las causas del primer evento.
Un incremento en las concentraciones de fésforo y luego el florecimiento de
nano Yy picoplancton, especialmente de cianofitas y algas flageladas,
explicarian las condiciones anoxicas e hipdxicas presentadas en el tercer
evento, las cuales pudieron causar la muerte masiva de peces. Otra posible
causa de dicha mortalidad, podria ser la liberacién de gases toxicos desde el

sedimento y la anoxia, debida a la actividad bacteriana.

Botero et. al, en 1995, reportan la proliferacién nociva de fitoplancton, en la
CGSM. fendmeno causado por organismos que en determinadas condiciones
ecologicas, se multiplican rapidamente, generando muchas veces, severas
repercusiones al ser humano, pudiendo afectar su salud y economia. Los
analisis de laboratorio realizados en el Instituto de Investigaciones Marinas vy
Costeras (INVEMAR) descartan contaminantes quimicos como organoclorados,
organofosforados o carbamatos. Las causas del problema estan relacionadas
con la proliferacion de fitoplancton, proceso natural agravado en este caso por

la eutroficacion de las aguas; el crecimiento excesivo de microalgas trajo como
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consecuencia prolongados episodios de anoxia, con severas consecuencias

para los peces y demas recursos pesqueros.

En cuanto al cultivo de microalgas Gonzalez, et al. (1995), realizan una
recopilacion de técnicas para su cultivo en laboratorio, donde se incluyen los
procedimientos para el cultivo preparacion de medios de cultivo, aislamiento

de cepas, purificacidon de cultivos, etc.

Paniagua et al (1986) presentaron las técnicas para el cultivo masivo de
microalgas, seleccion de especies, medios de cultivo en agua de mar, etc.,

utilizados en el laboratorio del ICLAN.

Dentro de los parametros que se tienen en cuenta para la seleccién de una
especie microalgal con fines de cultivo en acuicultura son: tasas altas de
divisién celular y facilidades para alcanzar y mantener altas densidades de
cultivo, ausencia de emisién de metabdlitos toxicos y capacidad de crecimiento
en ausencia de bacterias y/o otros parasitos, para su posterior utilizacién; pared
celular fina, que permita una facil digestibilidad; facil obtencion de la semilla y
bajo costo para su mantenimiento en laboratorio (Sanchez, 1998); estas
caracteristicas las reune los siguientes grupos taxonomicos: Bacillarioficeae,

Haptoficeae, Crisoficeae, Cianoficeae, Prasinoficeae y Cloroficeae.

El estudio de las microalgas nativas en condiciones de laboratorio es un
aspecto de gran importancia; Sanchez (2000), realizé el aislamiento vy
mantenimiento en laboratorio de varias especies de microalgas del embalse del
Guajaro, ubicado en el departamento del Atlantico, con el propdsito de
establecer un cepario con dichas especies como punto de partida para futuras

investigaciones en el campo de la biotecnologia, ecologia, taxonomia, etc.
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5. METODOLOGIA

5.1 Monitoreo de fitoplancton

5.1.1 Muestreos en el medio natural

Se escogieron siete estaciones representativas de la C.G.S.M., teniendo en
cuenta las condiciones ambientales de cada una de ellas; la Boca de la Barra,
desembocadura de los Rios Fundacion, Sevilla y Aracataca y del Cafio Grande,

Rinconada y el Centro (Mapa 2).

Lo y///&?f;?, — 5 ;‘F : |
Yy .=

A

Mapa 2. Ubicacion de las estaciones en la CGSM.

En cada muestreo se tomaron muestras de agua superficial en frascos de 1 L

para analisis cuantitativo y cualitativo de fitoplancton y en frascos de 0.5 L
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para los analisis quimicos como pigmentos (clorofila, feopigmentos) y
nutrientes (ortofosfatos, nitritos, nitratos, silicatos y amonio). Las muestras

refrigeradas posteriormente fueron analizadas en el laboratorio.

En campo por cada estacion se registraron los siguientes parametros:
temperatura del agua superficial, intensidad luminica a nivel del agua con
luxémetro (Extech), profundidad, turbidez con el disco secchi, nubosidad en
octavos, color del agua y altura de la ola. Igualmente se registraron los valores
de pH con un peachimetro (WTW pH 330), concentracion y porcentaje de
saturaciéon de oxigeno con el oximetro (WTW oxi 330); salinidad del agua por

medio de un Salinébmetro (WTW sal 330) y conductividad.

5.1.2 Analisis de muestras

5.1.2.1 Analisis biolégico. Las muestras bioldgicas se pasaron a través de filtro
de 140 um de poro acoplados a un tubo, para deshacerse del zooplancton mas
grande; para el recuento se utilizaron placas del sistema de camaras Utermohl

en microscopio invertido, aplicando la metodologia de Vidal 1995.

5.1.2.2 Analisis quimico

5.1.2.2.1. Clorofila. La concentracion de las clorofilas es una medida relativa
para la abundancia del fitoplancton en el agua; para su determinacion se siguio
la metodologia de la UNESCO 1966 que consiste en filtrar la muestra a través
de un filtro de vidrio, se extraen los pigmentos con el solvente acetona al 95 %
y determina las extinciones en un espectrofotdmetro a ciertas longitudes de
onda. Aplicando férmulas especificas se pueden calcular las concentraciones
individuales de las clorofilas a, b y ¢ (UNESCO, 1966), de las cuales la clorofila

a es la mas importante.

5.1.2.2.2. Determinacion de Fosfato. El presente método en el analisis de
fosfato inorganico en el agua de mar, sigue esencialmente el método
calorimétrico de Murphy y Riley (1962), el cual esta basado en la formacion de

un color azul intenso del complejo fosfo - molibdato. El procedimiento
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modificado por Kremling y Wenk (1986) fue el empleado en este trabajo. El
método muestra efectos no medibles de la salinidad pero pueden inferir, con la
relativamente alta concentracion de iones de silicatos, arseniatos 6 sulfuro de
hidrogeno. La absorbancia es proporcional a la concentracion de fosfatos, por

encima de 28 mol/l cuando se mide en celdas de 1 cm.

5.1.2.2.3. Determinaciéon de Silicato reactivo. La determinacion de los
compuestos de silice disuelto, esta basado en la formacién de un &acido
poliprotico cuando la muestra es tratada con una solucién de molibdato. Este
acido silico - molibdico, se da en dos formas ionicas, es entonces reducido a un
complejo azul intenso por la adicion del acido ascérbico como reductor. El
color se forma en 30 minutos y es estable por algunas horas, determinandose a
810 nm. El método descrito aqui, sigue el procedimiento descrito por Koroleff
(1983) (en Kremling y Wenk, 1986), y tiene un rango de concentracion por
encima de 80 mol/l (muestras con altas concentraciones son diluidas con agua
destilada desionizada); el método solo da la concentracién del silicato reactivo.
Se observan interferencias, por la salinidad, la cual reduce el intenso color final,

en algun grado.

5.1.2.2.4. Determinacion de Amonio. El método es especifico para amonio y
esta basado en la formacion del color azul de indofenol, por el fenol y el
hipoclorito en la presencia de las especies NH4 y NH3. La reaccion requiere
de una elevada temperatura o un catalizador. EIl color es medido a 630 nm y
es estable al menos 30 horas. EI procedimiento, en lineas generales, sigue
principalmente el método descrito por Grasshoff y Johansen (1973) (en
Kremling y Wenk, 1986). EI color azul del indofenol, sin embargo, es
influenciado por la salinidad, lo cual debe ser compensado por la aplicacién del

factor de salinidad.

5.1.2.2.5. Determinaciéon de Nitrito. El método es especifico para los iones
nitrito, y esta basado en la formacion de un diazo altamente coloreado, el cual
es medido colorimetricamente a 540 nm. EIl procedimiento aplicable a todo tipo
de aguas marinas sigue el método de Grasshoff (1983) (en Kremling y Wenk,

1986). La reaccion es altamente libre de interferencias 6 compuestos
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presentes normalmente en el océano o en aguas costeras. La salinidad no

afecta la absorbancia significativamente.

5.1.2.2.6. Determinacion de Nitrato. El método generalmente aplicado para la
determinacién de nitratos (NO3), esta basado en su reduccién hasta nitrito, el
cual es determinado colorimetricamente por la formacion de un diazo. El
método descrito aqui esta basado en una reaccidn heterogénea con una
columna de cadmio granulado con pequefios trozos de cobre y sigue el
procedimiento de Grasshoff (1983) (en Kremling y Wenk, 1986). Ha generado
alta confiabilidad y usos para trabajos en el mar y es ampliamente libre de
interferencias en aguas costeras y oceanicas. El método determina la suma
del nitrito y nitrato, por lo tanto, una determinacion de nitritos debe hacerse por

aparte y restarse a la concentracién obtenida por este método.

5.2. Aislamiento y cultivo de las cepas de microalgas en laboratorio.

5.2.1. Esterilizacion del material.

El material de vidrio fue lavado con jabén Extran al 5 % y enjuagado con
abundante agua de chorro y luego agua destilada desionizada; luego de que el

material esta totalmente limpio y seco fue llevado a la estufa a temperatura de

190 °C durante dos horas para esterilizarlo.

5.2.2. Parametros del cultivo.

Para el aislamiento y obtencién del inoculo, los cultivos se mantuvieron en las

siguientes condiciones:

Temperatura: 22 - 24 °C.
pH: 7 - 8.
Salinidad: 5y 15 UPS.
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Intensidad luminica: 3.7 - 3.9 Klux.

Fotoperiodo: 12 horas luz : 12 horas de oscuridad (12:12 h).

La salinidad y la temperatura de los medios de cultivo se mantuvieron en
dichos valores debido a que en el medio natural las especies a estudiar se
encuentran en aguas de baja salinidad por la influencia de la desembocadura

de los rios.

5.2.3. Medios de cultivo.

Los medios de cultivo deben proporcionar los requerimientos minimos de la
especie a cultivar, tales como agua, sales minerales (macro y micronutrientes),
fuente de nitrogeno, pH adecuado y en algunos casos vitaminas y hormonas
(Gonzales et al., 1995).

5.2.3.1. Medio F/2. Es un medio enriquecido que es generalmente fortalecido
cuando se le agregan nutrientes como nitroégeno, fésforo, hierro y otros (Tabla
3). Muchos medios enriquecidos y sintéticos han sido desarrollados para el
cultivo de algas microscopicas plancténicas, que han crecido exitosamente en
estos medios. El medio R Guillard f/2 es utilizado para el cultivo de un gran

numero de especies algales que crecen sin dificultad (Stein, 1973).

Los nutrientes y el agua son esterilizados en autoclave por separado, después

del ajuste del pH a 7.4, sirve para aislar y mantener microalgas.

Tabla 3. Solucién Basica de nutrientes para medio F/2.

MACRONUTRIENTES MICRONUTRIENTES VITAMINAS
NaNO3 75 mg Na;EDTA 4.36 mg Cianocobalamina (B12)0.5mg
PO4H;Na.H,O 5 mg ClsFe.6H,O  3.15mg Tiamina HCI (B1) 0.1 mg
SiO3Naz.9H, O 15-30 mg S04Cu.5H,0 0.01 mg Biotina (Vit. H) 0.5 mg

El silicato es solo para las diatomeas | S04Zn.7H,O 0.022 mg
Cl,Co.6H,O 0.01 mg
Cl;Mn.4H,O  0.018 mg
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MoOsNa».2H,O 0.006 mg

* Cantidad en gramos por cada litro enriquecido.

5.2.3.2. Medio Algal ( Fabregas, et a. 1995).

Es un medio rico en nutrientes valido para la produccion intensiva de

microalgas; consta de dos soluciones (Tabla 4).

Tabla 4. Solucion Basica de nutrientes para Medio Algal.

MACRONUTRIENTES MICRONUTRIENTES
Nitrato potasico 90.81 g Citrato ferrico 1.0g
Fosfato monosodico 6.41 g Cloruro de zinc  0.061 g

Cloruro de manganeso 0.566 g
Molibdato amonico 0.11g
Cloruro de cobalto 0.010 g

Sulfato de cobre 0.010 g
EDTA 09g
Tiamina 0.2g
Biotina (del 2%) 0.13 g
Cianocobalamina (del 1%) 0.18 g

*(composicién por 100 g).

Se sugiere preparar por separado las dos soluciones concentradas.

* Solucidon macronutrientes:

Disolver 37.12 g de la solucién en 700 ml de agua

* Solucién de micronutrientes:

Disolver 2.5 g de la solucion en 300 ml de agua, autoclavar (120 °C, 20
minutos) por separado y mezclar ambas soluciones cuando estén a
temperatura ambiente; la mezcla debe quedar sin grumos y transparente. El

medio fue guardado en nevera a 4 °C y en oscuridad.
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Para preparar un litro de cultivo a 2mM de nitrégeno, se afade 2 ml a 998 mi
de agua destilada o de mar; para prepararlo a 10 mM de nitrdgeno, se agrega

4 ml a 996 ml de agua destilada o de mar.

5.2.4. Técnicas de aislamiento

El aislamiento tiene como fin obtener una poblacion de microalgas a partir de
un solo individuo, es decir, clones; esto se puede realizar desde aguas
naturales preferiblemente cuando se encuentra en el denominado bloon o
florecimiento algal. El crecimiento de las algas, bajo una serie particular de
condiciones ambientales en la naturaleza, no necesariamente significa que
estas sean condiciones Optimas sin embargo, los primeros ensayos para aislar
el alga se realizan con los parametros que se encuentra en su medio natural, lo

cual es un buen punto de comienzo (Leal, 1998).

5.2.4.1. Aislamiento por medio de capilares modificados y lavados sucesivos.
Esta técnica se utiliza cuando el alga a aislar, es unicelular, tiene un tamafo
mayor a 10 um, también para formas coloniales y filamentosas. La técnica se
puede trabajar en vidrio de reloj, portaobjetos excavados, portaobjetos
normales y cajas de petri; en nuestro caso se utilizaron cajas de petri y/o

portaobjetos normales.

Utilizando elementos limpios y esterilizados, se colocaron de 2 a 3 gotas de
medio de cultivo de forma lineal o circular; posteriormente, con una pipeta
Pasteur o capilar modificada, se realizaron diluciones progresivas de la
muestra, en las gotas del medio de cultivo. Esta técnica culmina con el
traspaso de cada unidad algal a un tubo de ensayo que contiene medio de
cultivo adecuado para su crecimiento (Gonzales, et al., 1995) en este caso F/2

y Medio algal.
5.2.4.2. Aislamiento por diluciéon. Esta técnica se utiliza cuando el alga que se

desea aislar esta en abundancia, y al mismo tiempo tiene un tamano inferior a

10 um; no se manipulan las unidades algales en forma individual como en el
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método anterior. El principio basico es estimar la densidad poblacional en una
muestra por medio del microscopio invertido y efectuar las diluciones

necesarias para reducir la densidad a una o a pocas células.

Se toma un mililitro de la muestra original y se agrega a un tubo de ensayo que
contiene 5 ml de medio de cultivo. Se homogeniza bien y luego se toma un
mililitro el cual se agrega a un segundo tubo de ensayo que contiene 5 ml de
medio de cultivo, se homogeniza bien, y asi sucesivamente hasta completar de
4 a 5 tubos.

El método es sencillo pero laborioso y no permite conocer a priori que especie
se va a aislar; casi siempre se aislan las especies abundantes de la zona, por
lo que puede ser practico para aislar especies dominantes (Gonzales, et al.,
1995).

5.2.4.3. Aislamiento por rayado de agar. Esta técnica se utiliza cuando el alga
a aislar tiene un diametro de 10 um o menor a este; se prepararon cajas de
petri con el medio de cultivo F/2 y Medio algal con agar en una cantidad de 7
g/L. Se sembrd de 1 a 2 gotas de la muestra cerca de la periferia de la caja y
con una asa nicrom estéril se rayo suavemente en zig-zag sobre la caja
(Gonzales et al, 1995). Las cajas fueron incubadas en las condiciones

mencionadas en el capitulo 4.2.2.

Luego del crecimiento de las colonias se verifico la presencia de las especies al
microscopio; si se encontraba la especie de interes se tomaba un poco de
muestra y se repetia el proceso de rayado en una caja de petri con medio

nuevo. Finalmente, se traslado las unidades algales a medios liquidos.

5.2.5. Recuento Celular.

El conteo de células se realiz6 con la camara Sedgwick-Rafter ya que las
células no necesitan tanto tiempo para su sedimentacion en comparaciéon con
la camara Utermohl; ademas permite evaluar las condiciones fisicas (color,

tamafo, posibles contaminaciones, etc.) del cultivo.
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5.2.6. Ensayos.

En cuanto al manejo de las especies en laboratorio se realizaron pruebas a
temperaturas y salinidades diferentes, segun las encontradas en el medio
natural (Vidal 1995); la temperatura se trabajo a 20, 24 y 37 °C y la salinidad a
0, 15y 35 UPS. Asi mismo se utilizaron dos medios de cultivo para siembra de
las cepas el F/2 y el Medio Algal, cada tratamiento con tres replicas. En las
tablas 5 y 6 se presenta el listado de ensayos realizados con Cyclotella

glomerata y con Nitzschia sp2.

Tabla 5. Listado de ensayos con Medio algal (MA).

Salinidad Temperatura °C
UPS 20 24 37
0 E7 E4 E1
15 ES8 E5 E2
35 E9 E6 E3

Tabla 6. Listado de ensayos con F/2.

Salinidad (UPS) Temperatura °C
UPS 20 24 37
0 E16 E13 E10
15 E17 E14 E11
35 E18 E15 E12

Los datos obtenidos fueron sometidos a pruebas estadisticas de analisis de
varianza y ANOVA para ver si se ajustaban a un crecimiento normal. El
crecimiento de la poblacion de las especies se calcul6é en términos de densidad
absoluta (ind/ml), tasa instantanea de crecimiento (K), tiempo de duplicacion y

rendimiento relativo (r’).

K = (LnNf — LnNo)/t Nf= Numero final de ind/ml.
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r' = (Nf — No)/ No x 100
t=Ln2/K

No= Numero inicial de ind/ml.

t= Tiempo (dias).

5.2.7. Descripcion de las especies estudiadas.

Para el monitoreo de las especies de fitoplancton se realizaron 18 muestreos
en la Ciénaga Grande de Santa Marta (CGSM) (Tabla 7) abarcando los

periodos climaticos de invierno y verano.

Tabla 7. Fechas de los muestreos realizados en la CGSM.

Fecha Caodigo Fecha Caddigo
Oct-19-99 O Mar-29-00 M
Oct-25-99 Abr-08-00 A
Nov-19-99 N Abr-27-00 A
Nov-22-99 N May-09-00 MY
Dic-10-99 D May-23-00 MY
Dic-15-99 D Jun-13-00 J
Ene-14-00 E Jun-27-00 J
Ene-19-00 E Jul-11-00 JL
Mar-14-00 M Jul-24-00 L
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5.2.7.1. Descripcion de Cyclotella glomerata

Orden Centrales
SubOrden Coscinodiscineae
Familia Thalassiosiracea
Genero Cyclotella

Cyclotella glomerata

Especie de aguas dulces, salobres, haldfila, oligosaprobia se presenta en
medios con altas concentraciones de fosforo pero en cambio necesita poco
silice; forma cadena, diametro de 5-10 um. Presenta estrias marginales
penetrando al centro en cantidad de 18 a 22 (Vidal, 1995) (Fotografia 1).

oy S

Fotografia 1. Cyclotella glomerata (40 X).

5.2.7.2. Descripcion de Nitzschia sp2.
Orden Pennales

Suborden Biraphidinea
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Familia Nitzschiaceae
Superfamilia Pseudonitzschia
Genero Nitzschia

Nitzschia sp2.

Especie de aguas dulce, salobres, cosmopolita. Largo 52 um, ancho 2 um y
con 20 estrias; diametro pequefio, menor de 3 um, esta dentro del grupo
Pseudonitzschia, pertenece al complejo de Nizschia delicatissima es

delicadamente filiforme (Vidal, 1995) (Fotografia 2).

S
¥

Fotografia 2. Vista de Nitzschia sp2 (25 X).

5.2.7.3. Descripcion de Oscillatoria sp.
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Clase Cianoficeae
Orden Hormogonales
Familia Oscillatoriacea
Genero Oscillatoria

Oscillatoria sp.

Cianofita filamentosa, se reproducen por hormogonios, los acinetos y

heterocistos estan ausentes. Presenta una vaina que recubre los tricomas,

muy pequeia 2.5 um de ancho y delgada (Vidal 1995).

6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Cyclotella glomerata.

6.1.1. Monitoreo de la especie C. glomerata en el medio natural.

Durante el periodo de estudio la especie estuvo presente solo durante los
meses de Enero y Junio del 2000 en las estaciones de Cafio Grande y

Rinconada con una abundancia de 15 cel/ml y 10 cel/ml respectivamente

16

14
12

cel/ml
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(Figura 1).

Figura 1. Distribucion y abundancia de C. glomerata (cel/ml) en la CGSM, entre Octubre de 1999 y Julio
del 2000.

Debido a que la diatomea céntrica C. glomerata solo se presento en las
estaciones Rinconada y Cano Grande no se pudo establecer relaciéon frente a
los parametros fisicoquimicos tales como temperatura, salinidad, silice y fosforo
ya que la aparicion de la especie aparentemente no tiene relacion con las
estaciones ni con las épocas climaticas ni con el aumento o disminucion de las

variables (Figura 2 y 3).

6.1.2. Manejo en laboratorio.

6.1.2.1. Pre-ensayo con diferentes medios de cultivo para el aislamiento de

la especie C. glomerata.

e Medio Algal. EIl crecimiento de C. glomerata en medio algal con adicién de
silice, presenta un crecimiento lento tanto en medio liquido como en medio
sélido donde se pudieron ver colonias formadas en las placas de agar. A la
vez hubo crecimiento de otras especies de microalgas debido al medio de
cultivo y la salinidad que permiten el rapido crecimiento de clorofitas y
cianofitas cuya competencia por el sustrato es mayor que el de C.

glomerata.
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e Medio Porphyridium. Este medio de cultivo es recomendado por la

Universidad de Texas (www.bio.utexas.edu.com) para el aislamiento y

mantenimiento de cepas de esta especie en laboratorio, sin embargo ni en

medio liquido ni en sdlido hubo crecimiento.

e Medio F/2. EI crecimiento de la especie fue lento pero se presento

crecimiento tanto en medio liquido como en sdlido.

6.1.2.2. Aislamiento en condiciones de laboratorio de C. glomerata. La
muestra fue tomada de la Ciénaga de la Luna en el mes de Octubre del 2000,
el aislamiento por medio de capilares modificados y lavados sucesivos en
medio liquido no dio buenos resultados con esta especie, debido a su pequefio
tamafo y a su baja abundancia en las muestras naturales; asi mismo el
aislamiento por dilucién tampoco favorecié la separacion de la especie ya que
al sacar el mililitro de muestra se llevaban un sin numero de especies cuyo
crecimiento fue mucho mas rapido que el de C. glomerata provocando un
descenso muy rapido de nutrientes que desfavorecia a la especie en cuestion y

que por falta de ellos no crecia en los medios de cultivo.

La técnica de rayado de agar fue eficiente para aislar la especie, al
cabo de dos meses crecieron colonias minlsculas en las cajas de
petri; las colonias son de color café rojizo brillante, convexas de
forma circular con algunas prolongaciones que salen de ellas; en

medio liquido son de color café amarillo; en laboratorio no se observo
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la formacién de filamentos que en el medio natural se presentan tal

como lo reporta

Vidal (1995) (Fotografia 3).

Fotografia 3. Colonias de C. glomerata.

6.1.3. Ensayos con C. glomerata.

La densidad celular inicial de C. glomerata para los ensayos fue de 2 x 10°
cel/ml; los cultivos duraron entre 10 y 12 dias; al octavo dia de cultivo se
alcanzo la densidad maxima 1.26 x 10° cel/ml a 20 °C en F/2 y 0 UPS; con el
incremento de la temperatura la densidad maxima fue de 1.05 x 10° cel/ml a 24
°C, alcanzada al dia décimo vy 4.41 x 10° cel/ml a 37 °C que se obtuvo al

segundo dia de cultivo (Tabla 8).

Tabla 8. Densidad maxima (cel/ml) de los ensayos realizados en F/2 con C. Glomerata

Salinidad Temperatura °C
UPS 20 24 37
0 1.26 x10° 1.05 x10° 4.41x10°
15 9.75 x10° 1.05 x10° 5.58 x10°
35 2.66 x10° 2.00 x10° 2.00 x10°

En Medio algal se obtuvieron densidades maximas de 8.16 x 10° cel/ml a 20 °C
al octavo dia de cultivo, 7.25 x 10° cel/ml para 24 °C al octavo dia y 4.05 x 10°

cel/ml para 37 °C que se alcanzo al segundo dia del cultivo, todas a 0 UPS
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(Tabla 9.). Con respecto a la salinidad la mejor para el crecimiento de la cepa

fue de 0 UPS seguida por 15 UPS y por ultimo 35 UPS. El mejor medio de

cultivo para el crecimiento fue F/2.

Tabla 9. Densidad maxima (cel/ml) de los ensayos realizados en medio algal (MA) con C.glomerata.

Salinidad Temperatura °C
UPS 20 24 37
0 8.16 x10° 7.25x10° 4.05 x10°
15 9.50 x10° 8.75 x10° 5.58 x10°
35 2.08 x10° 2.0 x10° 2.05 x10°

La temperatura influyd en la tasa

instantanea de crecimiento, tiempo de

duplicacion y rendimiento relativo de los cultivos; el mejor rendimiento relativo

(1167%) de los cultivos realizados con la cepa, se presento a 0 UPS,

temperatura de 20 °C y medio F/2 (Figura 4); seguido por 15 UPS donde hay

un comportamiento muy similar entre las temperaturas de 20 y 24 °C y los

medios de cultivo utilizados (Figura 5) y por ultimo a 35 UPS en donde no hubo

rendimiento ya que en la mayoria de los cultivos el crecimiento fue negativo

(Figura 6).
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La tasa instantanea de crecimiento de esta cepa se mantuvo entre 5.91 y
12.52, los valores mas altos de K se presentaron en F/2 (Tabla 10) y los mas
bajos en Medio algal (Tabla 11), esto significa que el medio de cultivo afecta el
crecimiento del alga y a medida que la temperatura incrementa el valor de K va

disminuyendo, esto ocurre para los dos medios utilizados.

Tabla 10. Tasa instantanea de crecimiento para C. glomerata en F/2.

Salinidad Temperatura °C
UPS 20 24 37
0 12.4857 12.5255 5.9197
15 11.6476 12.1366 9.6135
35 9.6313 5633 | -

Tabla 11. Tasa instantanea de crecimiento para C. glomerata en Medio algal.

Salinidad Temperatura °C
UPS 20 24 37
0 11.4721 11.01023 5.9197
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15 11.5784 12.2495 10.7539
35 8808 | 0 - | e

El tiempo de duplicacion (td) de la especie va desde 1 hora 32 minutos a 2
horas 95 minutos; el td indica cuanto tiempo (dias) se tarda una célula en
duplicarse, si las condiciones del medio son adversas el valor de la variable
sera alto y si son favorables sera bajo por tanto el mejor td es 1 hora 32
minutos que se obtuvo en medio F/2 a 24 °C y 0 UPS, seguido por 1 hora 33
minutos que se produjo en F/2 a 20 °C y 0 UPS; el td mas alto fue a 24 °C, 35

UPS en F/2 (Tablas 12 y 13).

Tabla 12. Tiempo de duplicacion (horas) para C. glomerata en F/2.

Salinidad Temperatura °C
UPS 20 24 37
0 1.332 1.327 2.808
15 1.428 1.370 1.730
35 1.727 2952 | -

Tabla 13. Tiempo de duplicacion ( horas) para C. glomerata en Medio algal.

Salinidad Temperatura °C
UPS 20 24 37
0 1.4496 1.4975 2.808
15 1.4352 1.356 1.5456
35 1886 | 0 - 1.5816

El crecimiento de la especie esta determinado en gran medida por el medio de
cultivo que permite que la especie y que el cultivo se mantenga por mas dias

pese a que las otras variables sean adversas; este el caso de F/2 donde se
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obtuvo mejor rendimiento que con el Medio algal, alcanzando mayor densidad
celular y manteniéndose por mas tiempo las células viables aunque no a una
densidad celular alta. Por su parte la temperatura puede acelerar o disminuir la
tasa de duplicacion de la especie; en los cultivos realizados los mejores
resultados se presentaron a 20 y 24 °C con R*de 0.9579, 0.982 y 0.8625 entre
otros (Figuras 7-15). Con relacion a la salinidad se observa que en condiciones
altas la densidad celular de los cultivos disminuye o en algunos casos se

mantiene a través del cultivo con la densidad inicial de este.
Por lo tanto las condiciones éptimas para el mantenimiento y crecimiento del
alga en laboratorio son temperatura de 24 °C, salinidad de 0 UPS y el medio

de cultivo F/2.

6.2. Nitzschia sp2.

6.2.1. Monitoreo de la especie Nitzschia sp2 en el medio natural.

Se efectuaron 18 muestreos entre los meses de octubre de 1999 vy julio del
2000; durante este periodo la especie estuvo presente en todos los meses
excepto en mayo, donde no se presento en ninguna de las estaciones; su

abundancia oscil6 entre 1.2 y 2.383 cel/ml (Tabla 14).
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Tabla 14. Distribucion y abundancia de Nizschia sp2 (cel/ml) en la CGSM

FECHAS DE MUESTREO

0o N D M A MY J JL
BRA 24 12 4 501 505 0 0 1.4 1.2
BCG 3622 872 73 130 100 313 0 1152.8 5.2
CEN 1082 68 233 1856 36 0 0 0 0
LBA 456 2548 162 0 76 391 0 2.5 7.6
RIN 0 461 235 415 79 15 0 3.2 3.1
BRS 34 143 4 795 334 93 0 0 8.6
BRF 137 18 0 72 1185 0 0 3.4 16.8

Aunque la especie estuvo presente la mayor parte del periodo de estudio su
abundancia alcanza densidades altas durante el periodo de invierno en donde
hay salinidades bajas entre los meses de Octubre a Marzo al parecer la
especie esta relacionada con la salinidad de modo que en la época de verano
con salinidades altas, entre los meses de Abril y Mayo, la especie disminuye su
abundancia hasta desaparecer por completo en el mes de Mayo,
posteriormente hay una etapa de transicion entre los meses de Junio y Julio

donde la especie aumenta paulatinamente su densidad celular (Figura 16 a-d).

Segun Hernandez (1988) las comunidades fitoplanctonicas estan obligadas a
una reorganizacion debido a las oscilaciones de la salinidad en la masas de
agua con caracteristicas fisico quimicas diferentes, siendo un factor
condicionante que actua sobre los procesos y la estructura del sistema, frena la
sucesion, disminuye la diversidad de especies y afecta las estrategias de las

especies como migraciones, distribucion y reproduccion. Con respecto a las
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variables silice, fésforo y otros nutrientres, en el marco del proyecto “ Dinamica
de la comunidad fitoplanctonica en la CGSM durante su rehabilitacion vy
verificacion parcial de esta dinamica a través de bioensayos con
Actinocyclus  normanni  Hustedt  Bacillariophyceae en laboratorio” se
establecido que estos no son factores determinantes para la ausencia o
presencia de las especies de fitoplacton en la CGSM ya que luego de realizar
pruebas estadisticas complejas como Diversidad de Hill, Similaridad de Bray
Curtis y UPGMA se puso de manifesté un patron de relaciones bastante laxas
que esta de acuerdo con el bajo grado de estructura en general en el
ecosistema lagunar; asi mismo se manifesté una relacion con tendencia

positiva con la salinidad (Sanchez, et al 2001) (Figuras 17, 18 y 19).

6.2.2. Manejo en laboratorio.

6.2.2.1. Pre-ensayo con diferentes medios de cultivo para el aislamiento de la

especie Nitzschia sp2.

e Medio algal. Para Nizschia sp. el medio fue excelente debido a que su
crecimiento fue muy rapido tanto en medio liquido como en medio sdlido y

se contamina muy poco con otras especies.

e Medio F/2. EI crecimiento de la especie en este sustrato fue bueno

comparandolo con las otras especies pero su densidad celular fue mucho

mayor con el Medio algal.
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6.2.2.2. Aislamiento de Nizschia sp2 en condiciones de laboratorio.

El aislamiento por medio de capilares modificados y lavados sucesivos para la
diatomea Nitzschia sp2, no fue eficiente; al contrario el aislamiento por dilucién
fue un método efectivo ya que el crecimiento de la diatomea fue rapido,
desplazo a otras especies que estaban en el medio; el mejor método para
aislamiento fue rayado en agar, ya que con una pequefia gota del medio
natural (CGSM) se formaron a los pocos dias, varias colonias de la especie de
modo que fue muy facil separar la colonia y pasarla bien a medio liquido para
su crecimiento o a placa de agar para repicar la cepa. Las colonias de esta
especie son de color café oscuro, de contorno poco definido; las colonias
consumieron y degradaron rapidamente el medio de cultivo. En medio liquido
el color de las células es muy parecido al de C. glomerata café amarillo pero

en este caso se forman grumos en el fondo del frasco (Fotografia 4).

s 4 .'-J'Lbiu |

Fotografia 4. Aislamiento de Nizschia sp2.

6.2.3. Ensayos con Nizschia sp2.
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Para la realizacion de los ensayos la densidad celular inicial de la diatomea fue
de 1 x 10° cel/ml. Los cultivos duraron entre 10 y 12 dias alcanzando las
densidades maximas entre los dias octavo y décimo a temperatura de 37 °C;
entre los dias sexto y octavo a 24°C y en los dias sexto y octavo nuevamente
para 20 °C. La densidad de esta diatomea es mayor en medio algal a la
temperatura de 37 °C (1.3 x 10° cel/ml), seguida por 24 °C (1.0x 10° cel/ml) a O
UPS; en F/2 la densidad maxima se presento a 20 °C (9.41 x 10° cel/ml) a 0

UPS (Tabla 15y 16).

Tabla 15. Densidades maximas de los ensayos realizados en F/2 con Nizschia sp2.

Salinidad Temperatura °C
UPS 20 24 37
0 9.41x10° 8.41x10° 9.25 x10°
15 4.75 x10° 4.25x10° 4.25 x10°
35 1.5 x10° 1.00 x10° 1.00 x10°

Tabla 16. Densidades maximas de los ensayos realizados en medio algal (MA) con Nizschia sp2

Salinidad Temperatura °C
UPS 20 24 37
0 4.66 x10° 1.02 x10° 1.35 x10°
15 3.58 x10° 4.91 x10° 6.58 x10°
35 1.00 x10° 1.00 x10° 1.00 x10°

Se observa que la especie soporta cambios de salinidad en su medio, pero su
crecimiento se ve afectado en condiciones extremas como son 20 °C, 35 UPS y
F/2; la densidad decrece rapidamente obteniendo R?> de 0.455 siendo el mas

bajo de todos los tratamientos. Esta respuesta negativa no solo se presenta a
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esta temperatura, si no en todos los tratamientos sometidos a la salinidad de 35

UPS .

Para esta diatomea la temperatura y la salinidad son determinantes para su
densidad celular y por consiguiente determina la presencia de la especie en la
masa de agua; la densidad maxima (1.35 x 10° cel/ml) se encuentran a 37 °C y
0 UPS y Medio algal (Figura 20-28.), seguida por 1.025 x 10° cel/ml que se
presento a 24 °C, 0 UPS y Medio algal. La especie soporta cambios de
salinidad en su medio pero su crecimiento se ve afectado esto se aprecia en

las figuras 26-28.

La salinidad fue un factor determinante, que influyé en la densidad celular de
los cultivos; esto se demostré mas claramente al realizar el rendimiento relativo
para cada tratamiento, dando como resultado que los mejores rendimientos se
obtuvieron a 0 seguido por 15y 35 UPS. EIl mayor rendimiento se obtuvo en el
ensayo realizado a 37 °C, 0 UPS y Medio algal con un valor de 1167 % ,

seguido por 667 % a las mismas condiciones pero con F/2 (Figuras 29-31).
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De la misma manera se observa que el tiempo de duplicacion de las microalgas
se ve afectado por la salinidad y por el medio de cultivo; estos valores varian
desde 1.3188 para el cultivo que se trabajo a 37 °C, 0 UPS y Medio algal a
3.8064 horas para el cultivo que se trabajo 37 °C, 35 UPS y F/2 (Tablas 17 y

18).

Tabla 17. Tiempo de duplicacién (horas) de Nizschia sp2. en F/2.

Salinidad Temperatura °C
UPS 20 24 37
0 1.48032 1.40592 1.3188
15 1.5597 1.5148 1.3584
35 1.8693 3.1900 3.8064

Tabla 18. Tiempo de duplicacion (horas) de Nizschia sp2. en Medio algal.

Salinidad Temperatura °C
UPS 20 24 37
0 1.5304 1.4628 1.3188
15 1.5196 1.5480 1.3584
35 2.0260 1.7328 1.8688
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La tasa instantanea de crecimiento igual que en el tiempo de duplicacion (td) y
en el rendimiento relativo (r') es mejor para el tratamiento de 37 °C, OUPS y
medio algal con un valor de 12.6126, seguido por el tratamiento que se trabajo
a iguales condiciones con la variacién de medio de cultivo F/2 con un valor de
12.5862 y el valor mas bajo de K se obtuvo en el tratamiento a 37°C, 35 UPS y

F/2 con un valor de 4.3701 (Tablas 19 y 20).

Tabla 19. Tasa instantanea de crecimiento de Nizschia sp2. en F/2.

Salinidad Temperatura °C
uUpPsS 20 24 37
0 11.2360 11.8316 12.5862
15 10.6639 10.9803 11.1436
35 8.900 5.2117 4.3701

Tabla 20. Tasa instantdnea de crecimiento de Nizschia sp2. en Medio algal.

Salinidad Temperatura °C
UPS 20 24 37
0 10.8694 11.3715 12.6126
15 10.9555 10.7462 12.2456
35 8.2078 9.5941 8.900

El efecto mas negativo para la cepa de Nitzschia sp2 se presenta en
condiciones de temperatura 20 °C, salinidad de 35 UPS y medio de cultivo F/2;
mientras que las condiciones mas favorables para el mantenimiento y
crecimiento de la especie en laboratorio son temperatura de 37 °C, salinidad de

0 UPS y medio de cultivo Medio Algal.
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6.3. Oscillatoria sp.

6.3.1. Monitoreo de la especie en el medio natural.

Durante los meses de Octubre de 1999 a Abril del 2000, la especie presento
densidades que oscilaron entre 27 y 351.708 filamentos/ml; en Junio y Julio
del 2000 la especie solo se presento en la estacion Boca de la Barra con
densidad de 2.4 y 2.5 filamentos/ml, siendo los valores mas bajos durante todo

el periodo de muestreo (Tabla 21.).

Tabla 21. Distribucion y abundancia (filamentos/ml) de Oscillatoria sp. en la CGSM.

Estacion Epdcas de muestreo

(o} N D E M A MY J JL
BRA 0 0 0 0 99824 203676 0 0 0
BCG 29684 0 0 0 67545 358800 0 0 0
CEN 0 0 0 35123 150577 179011 0 0 0
LBA 0 30193 0 0 0 0 0 5.9 24
RIN 27 7482 0 0 24557 62047 0 0 0
BRS 0 0 0 0 44328 324808 0 0
BRF 0 0 0 0 68309 11542 0 0

La cianobacteria Oscillatoria sp. fue muy abundante en los meses de marzo y
abril en donde se presentan salinidades medias ya que es un periodo donde se
esta terminando el invierno y esta empezando el verano en la CGSM
(Hernandez, 1986) es decir una época de transicion en donde hay gran
cantidad de nutrientes en el agua por influencia de los rios que desbocan en la

CGSM. La especie disminuye su presencia en la masa de agua durante los
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meses de diciembre, mayo, junio y julio en donde se presentan salinidades muy

bajas por el invierno (Figura 32 a-d).

Los nutrientes silice y fosforo varian mucho por la entrada de las aguas
provenientes de los rios que desembocan en la Ciénaga los cuales pueden de

una u otra manera agregar nutrientes al medio (Figuras 32 ay 32 b).

El comportamiento de la cianofita durante el periodo de muestreo con respecto
a las variables salinidad y temperatura se observa en la figura 25; la especie se
presenta con regularidad durante los meses de Enero a Mayo en todas las
estaciones con excepcion de Boca de la Barra y Centro en las cuales la
salinidad sobrepas6 los 15 UPS; al igual que con las otras especie del
fitoplancton no se presenta relacion con los nutrientes silice y fosforo como se

describe en el capitulo 6.2.2. (Figuras 33 - 35)

6.3.2. Manejo en laboratorio.

6.3.2.1. Pre-ensayo con diferentes medios de cultivo para el aislamiento de la

especie Oscillatoria sp.

e Medio Algal: Para Oscillatoria sp. se trabajo con el Medio Algal normal y dio

buenos resultados, se adapté muy bien tanto a medio liquido como en

medio sdlido.
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Medio F/2. EI crecimiento de esta alga en el medio fue lento algo poco
normal en este tipo de algas ya que por su caracterizacion cosmopolitas
suele crecer rapidamente en diferentes medios o sustratos; pero crecié bien

tanto en medio sélido como en medio liquido.

6.3.2.2. Aislamiento de Oscillatoria sp. en condiciones de laboratorio.

Los métodos de aislamiento por medio de capilares modificados y
lavados sucesivos para esta especie no fueron efectivos ya que
esta alga es muy pequeina y se pierde entre la muestra original y la
gota de medio de cultivo nuevo, o posiblemente se quedaba en el
portaobjetos con facilidad teniendo como consecuencia un bajo

numero de algas aisladas.

En el método de aislamiento por diluciéon en la cianofita respondié
mejor ya que en la mayoria de los casos la especie fue muy
abundante en la muestra, de manera que las diluciones lograron
separarla del resto de algas, sin embargo el crecimiento de la
especie Oscillatoria sp. no fue bueno en medio liquido en los
cultivos probados debido a que se formaron conglomerados muy
dificiles de deshacer. El método de aislamiento por rayado de agar
fue el mejor ya que se formaron colonias grandes y diferenciables
del resto de colonias permitiendo su separacion. Las colonias de
esta especie son de color verde esmeralda y de forma muy

irregular, ademas se introducen en el agar.
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6.3.3. Ensayos con Oscillatoria sp.

No se realizaron pruebas adicionales con la cepa por cuando los indculos
tardaron mucho tiempo en crecer y al final de la fase experimental del proyecto
se contaminaron con una microalga de este mismo grupo pero cocoides de 1.5
um de diametro, de similares caracteristicas a la reportada por Vidal y Galan,

1999.
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7. CONCLUSIONES

La abundancia de Oscillatoria sp en la CGSM fue registrada en términos
generales en los meses de octubre de 1999 a Abril del 2000 con valores
bastante altos durante los meses Marzo y Abril; Nizschia sp2 se presento
durante gran parte del periodo de muestreo mas valores altos de densidad
celular, pero no tanto como los de Oscillatoria sp.; Cyclotella glomerata solo se
encontré en las estaciones de Rinconada y Cano Grande con valores de 10 y

15 cel/ml respectivamente.

Las especies Oscillatoria sp y Nizschia sp2 fueron tolerantes a cambios
bruscos de los factores fisicoquimicos especialmente de salinidad, de modo
que durante marzo y abril estas especies pese al aumento de la salinidad
estuvieron presentes en la CGSM; C. glomerata es una especie puntual que
aparentemente necesita requerimientos fisicoquimicos especificos para su

crecimiento.

La presencia y abundancia de Oscillatoria sp., Nizschia sp2 y Cyclotella
glomerata en la CGSM esta determinada parcialmente por la salinidad; no se
encontraron relaciones entre la ausencia o presencia de las especies, con

relacion a las variables silice, fésforo y temperatura.



El método de aislamiento de rayado en placas de agar fue el mas efectivo para
la separacion de estas especies en laboratorio ya que es un método facil de

realizar y en el cual se obtienen resultados positivos rapidamente.

Las condiciones éptimas para el mantenimiento y crecimiento de C. glomerata
en laboratorio fueron temperatura 24°C, salinidad 0 UPS y el medio de cultivo
F/2; las condiciones menos favorables para su crecimiento fueron temperatura

37 °C, salinidad 35 UPS y Medio Algal.

El efecto mas negativo para la cepa de Nitzschia sp2 se presento en
condiciones de temperatura 20°C, salinidad de 35 UPS y medio de cultivo F/2;
las condiciones mas favorables para el mantenimiento y crecimiento de la
especie en laboratorio fueron temperatura 37 °C, salinidad 0 UPS y medio de

cultivo Medio Algal.

Con Oscillatoria sp. no se realizaron pruebas adicionales como las que se
realizaron con las otras dos especies en estudio, por cuando los indculos
tardaron mucho tiempo en crecer y al final de la fase experimental se
contaminaron con una microalga de este mismo grupo pero cocoides de 1.5 um

de diametro.
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8. RECOMENDACIONES

Continuar con investigaciones de tipo fisioecologico de las cepas que se

lograron aislar en el laboratorio durante este trabajo.

Realizar los ensayos con la Cianofita Oscillatoria sp ya que con estas
caracteristicas se puede mantener mejor la especie en el laboratorio para
futuras investigaciones considerando que esta especie fue durante el periodo

de estudio la mas abundante en la CGSM y tiene gran importancia ecologica.

Continuar con el aislamiento de otras especies que se encuentran en la CGSM
para conformar un cepario del cual se pueden derivar varios estudios y hasta la
exportacion de las cepas a distintos lugares para su manipulacion en

laboratorio.
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