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RESUMEN

Se estudiaron las relaciones entre la abundancia del nanoplancton
heterotrofo y la densidad y el biovolumen del bacterioplancton en las
aguas del embalse del Neusa y uno de sus afluentes el rio Cubillos, entre
julio de 2004 y abril de 2005. La abundancia promedio de nanoplancton
heterétrofo fue de 2.12 x10° con la técnica con camara de sedimentacion
y de 1.74x10° células.mlI’ con microscopia de epifluorescencia. La
densidad bacteriana promedio fue de 2.10 x10° bacterias.ml’. Se
encontré un predominio de células de pequefio tamafio de formas
redondeadas, con un promedio de biovolumen entre 0.001 y 0.041 um?.
Ambas comunidades se correlacionaron (Spearman = 0.37, p <0.01), lo
que mostré evidencias de que el nanoplancton heterétrofo controla a la
comunidad bacteriana en el embalse del Neusa; este control vario tanto
en una escala espacial como temporal. La relacién existente entre
bacterias y nanoplancton heterétrofo encontrada en este trabajo,
implicaria ademas una importante transferencia de materia a los niveles

troficos superiores.

Palabras clave: biovolumen, bacterioplancton y nanoplancton heterétrofo



INTRODUCCION

Hasta hace unas décadas, se creia que la productividad de los ecosistemas
acuaticos estaba sostenida exclusivamente por la produccién primaria de la
comunidad fitoplancténica (Steele, 1974). Actualmente, gracias a los
resultados obtenidos con la aplicacion de modelos desarrollados para estimar
el flujo de materia y energia dentro de las redes troficas marinas y
especialmente en lo relacionado con el flujo de carbono organico, se ha
observado que el consumo de cada uno de los niveles constituidos por
metazoarios heterétrofos excede la produccion autotrofa (Scavia, 1988;
Strayer, 1988); estos hallazgos mostraron una subestimacion de los flujos
energéticos y originaron gran variedad de interrogantes acerca de las vias y
organismos que participan en la produccion de carbono organico en las

cadenas troficas acuaticas.

Pomeroy (1974), propuso un nuevo modelo para explicar como funcionan las
redes tréficas acuaticas, en el cual se considera al bacterioplancton como un
componente central. A diferencia del modelo anterior, las bacterias que son
abundantes en la zona euf6tica y en aguas profundas, no solo cumplen un
papel en los ciclos biogeoquimicos como mineralizadores, sino que
desempefian una funcidon muy importante como reguladores de la
productividad de los sistemas acuaticos. La mayoria de las predicciones de
Pomeroy se han cumplido; aparentemente las bacterias introducen como
biomasa la materia organica disuelta aportada por los productos de excrecion
y exudacion de los demas niveles troficos, que de otro modo, serian pérdida
para el sistema (Azam et al., 1983). Hoy se sabe que el bacterioplancton
introduce como biomasa desde un 10% hasta un 50% de la productividad

primaria (Wommack y Colwell, 2000).

Por lo anterior, se esperaria que la produccién del bacterioplancton

aumentara con el aporte continuo de carbono organico disuelto. No



obstante, se ha identificado que su abundancia expresada como el numero
de células por unidad de volumen poco varia entre diferentes ecosistemas
acuaticos con caracteristicas fisicas, quimicas, geoldgicas y troficas
diferentes (Canosa, 2003; Canosa y Pinilla, 1998 y 1999; Cole et al., 1993;
Pace y Cole, 1994). Estos resultados, sugieren que el tamafio y aun la
actividad de las poblaciones bacterianas en el ecosistema acuatico, no solo
estan reguladas por la disponibilidad de nutrientes, sino que otros factores
tales como las interacciones con otras comunidades microbianas son

importantes en su productividad total.

Varios estudios realizados muestran que los principales factores de control
sobre el bacterioplancton son la disponibilidad de nutrientes (Chrzanowsky y
Grover, 2001; Pace y Cole, 1994), la predacion (Sherr et al., 1992; Sanders
et al., 1992) y la lisis viral (Fuhrman, 1999; Suttle, 1994). Los dos ultimos,
esto es el pastoreo por protozoos y la lisis viral, hacen parte del llamado
control top-down o control desde los niveles tréficos superiores. Sus efectos
sobre la comunidad bacteriana han sido comparados en sistemas acuaticos
Iénticos oligotroficos y eutroficos. Aparentemente, el pastoreo por protozoos
es el responsable de remover la mayor proporcion de la biomasa bacteriana
en la zona oOxica, mientras que la accion litica de los virus es mas importante
en la regulacion de la abundancia en la zona andxica de lagos con
estratificacion estacional (Weinbauer, 2003; Weinbauer y Hofle, 1998;
Thinsgtad y Lignell, 1997).

La importancia relativa de la depredacién, de la lisis viral o la disponibilidad
de sustratos nutritivos en el control de las bacterias puede cambiar espacial y
temporalmente con las condiciones medioambientales imperantes en cada
cuerpo de agua (Almeida et al., 2001; Fuhrman y Noble, 1995). Algunos
modelos sugieren que la abundancia y la diversidad bacteriana son
controladas principalmente por virus en los sistemas de alta productividad y
en zonas anoxicas, ya que la lisis compensa las altas tasas de crecimiento
bacteriano de las especies de bacterias que son mas abundantes. Mientras

que la predacion y la competencia son mas importantes en sistemas de baja



productividad (Torsvik et al., 2002, Bohannan y Lenski; 2000). Sin embargo,
los datos de los que se dispone no son concluyentes al respecto.

Si el pastoreo es uno de los principales factores reguladores de la comunidad
bacteriana en los ecosistemas acuaticos como lo afirman Sherr et al. (1983) y
Bloem et al. (1988) entre otros, habria un incremento en la transferencia y/o
exportacion de energia hacia niveles tréficos superiores, y por lo tanto un
aumento en la productividad general del sistema. Ademas la presion
selectiva de los protozoos podria generar cambios sobre la estructura
taxonodmica, actividad fisiologica, metabdlica, el tamafio y la morfologia de los
miembros del bacterioplancton (Strom, 2000; Simek et al., 1999; Suzuki,
1999; Simek et al., 1997; Pernthaler et al., 1997). Algunos de estos
postulados se han comprobado en las regiones templadas pero poco se sabe
sobre lo que sucede en los tropicos.

En Colombia se han realizado pocos estudios para identificar los factores que
controlan la abundancia de la comunidad de bacterioplancton en sistemas
acuaticos lénticos. El objetivo principal de este trabajo de tesis fue corroborar
si la variacion de la abundancia de la comunidad de protozoos plancténicos
estaba relacionada con la abundancia y el volumen celular del
bacterioplancton en el embalse del Neusa. Asi mismo, el presente pretende
evaluar si los métodos de recuento de nanoplancton heterétrofo por
microscopia de epifluorescencia y camara de sedimentacion empleados aqui,
son validos para evaluar la variacion espacial y temporal de la abundancia. El
estudio es una produccion del grupo de Microbiologia Acuatica y se realizd
en el Laboratorio de Microbiologia de la Universidad de Bogota Jorge Tadeo
Lozano dentro de un proyecto de investigacion cofinanciado por la misma y
COLCIENCIAS, titulado “Estructura y variacion espacio - temporal de la
comunidad bacteriana en el embalse del Neusa, un ecosistema acuatico alto
Andino” (Canosa y Nifio, 2004).



MARCO TEORICO

BUCLE MICROBIANO

El clasico modelo de las cadenas troficas acuaticas muestra un flujo
unidireccional de energia que comienza con los productores primarios,
seguidos por una serie de consumidores que incrementan gradualmente su
biomasa (Steele, 1974; Odum, 1992).

Actualmente hay discrepancias con ese modelo, relacionadas principalmente
con las vias que toma el carbono organico, tanto particulado (COP) como
disuelto (COD) en los ecosistemas marinos y de agua dulce. Nuevamente se
discute la definicion de los tipos de carbono organico en el agua, la mayoria
de autores lo expresan de acuerdo a su tamafio, COP como aquel mayor a
0.2 um y COD el menor a 0.2 um (APHA, 1995). Segun la version clasica la
mayoria del COP es originado directamente del fitoplancton, sin embargo,
recientes descubrimientos indican que la materia organica derivada de las
bacterias podria ser la mayor fuente de este recurso en el agua (Stoderegger
y Herndl, 1998; Benner et al., 1992).

,/ \

Blomasa "~ FITOPLANCTON

/x

| MINERALES |

esozooplancto

BACT. HETEROTROFAS

Figura 1. Bucle microbiano (Azam et al., 1983).
NPH : nanoplancton heterotrofo.



Se sabe que los procariotas heterotrofos toman COD, originado
principalmente por los productores primarios y consumidores (en forma de
exudados y productos de excrecidn) y una significativa parte aportada por la
actividad viral (producto de la lisis celular de algas y bacterias),
incrementando su biomasa (en numero y tamano). Posteriormente, estos
microorganismos son consumidos por pequefios pastoreadores como
flagelados y ciliados, los cuales a su vez son predados por grandes
metazoos; de esta forma, este material organico, aparentemente perdido, es
incorporado de nuevo en la red trofica. Este flujo de COD via procariotas y
pequefios pastoreadores (figura 1), es llamado el “bucle microbiano” (Azam
et al., 1983).

PROTISTOS BACTERIOVOROS Y SU EFECTO SOBRE LA COMUNIDAD
DEL BACTERIOPLANCTON

Los protozoos son organismos unicelulares eucarioticos (protistos
heterotrofos), ampliamente distribuidos en la naturaleza. En el habitat
acuatico se les encuentra en aguas dulces, marinas y estuarinas, formando
parte del plancton (Madigan et al., 1999). Tradicionalmente se les considera
parte del zooplancton, por su caracteristica de organismos heteroétrofos, sin
embargo debido a su origen polifilético y a la incertidumbre taxonomica
originada por los hallazgos obtenidos con técnicas moleculares, muchos
autores prefieren usar una calificacion del plancton basada en tamaros
(picoplancton, 0.2 - 2 um, nanoplancton, 2 - 20 um y microplancton, 20 - 200
um), asi como también es usual una combinacion de las anteriores
nomenclaturas, por ejemplo microzooplancton (Wommack et al., 1999;
Ruppert y Barnes, 1996; Fogg, 1995).

En este trabajo, se usara el término nanozooplancton para describir los
protozoos estudiados. Estos miembros del nanoplancton pueden alcanzar
grandes abundancias y son los principales consumidores de bacterias en la



columna de agua. Su presencia por lo tanto, implicaria una importante
transferencia de COP hacia los niveles tréficos superiores, asi como un
mecanismo de control de la abundancia de la comunidad bacteriana
planctonica (Weinbauer y Hofle, 1998; Sherr et al., 1992; Sanders et al.,
1992).

Entonces la bacteriovoria en la columna de agua, en sistemas continentales y
marinos, es dominado por los protozoos especialmente por flagelados
nanoplanctonicos que obtienen toda su nutricion del consumo de otros
organismos (Simek y Chrzanowski, 1992; Giide, 1985). No se puede
desconocer la participacion en el control bacteriano de los protistos
mixotrofos. La mixotrofia se define como el uso combinado de nutricion
fototréfica y heterotrofica en un organismo simple (Caron, 2000). Estos
organismos han sido observados como importantes componentes de la
comunidad bacteriévora (Domaizon et al., 2003; Strom, 2000; Sanders, 1991;
Sanders y Porter, 1988).

Los bacteriévoros mas activos son los flagelados de menores tallas (2 - 10
um) como bododnidos, coanoflagelados y crisomonadinos. Se acepta que
algunos relativamente grandes (5 - 50 um) como ciertos euglenoides,
criptomonadales y dinoflagelados, pueden consumir bacterias (Strom, 2000).
Asi mismo, algunos pequefios ciliados < 20 um, pueden ser importantes en
aguas productivas eutroficas (Muylaert et al., 2002; Jurgens et al., 1999;
Simek et al., 1997; Sherr y Sherr, 1987). Finalmente, a pesar que ha sido
reportado la bacteriovoria por algunos sarcodinos como radiolarios y
foraminiferos, poco se sabe del impacto por pastoreo, se presume que es
muy pequefo (Strom, 2000).

Strom, (2000) describe parte de los mecanismos que permiten la
bacteriovoria. Para que se de, se necesita el encuentro, la captura e
ingestién de la presa. La probabilidad de encuentro depende entonces no
solamente de la abundancia de la presa (bacteria) y del predador sino de la

turbulencia del medio acuatico y del movimiento para acceder activamente a



sus presas sin ser afectados por la turbulencia. Los bacteridvoros tienen que
solventar estos inconvenientes, por medio de mecanismos tales como la
generacion de corrientes unidireccionales o asimétricas, propulsion a chorro,
o movimientos ondulantes a través de estructuras como cilios o flagelos.
Algunas bacterias ademas pueden encontrarse asociadas dentro o en la
superficie de particulas o microagregados suspendidos y algunos
bacteriovoros poseen adaptaciones para acceder a estas (Jurgens y Gude,
1994).

Los protistos pastoreadores afectan negativamente la abundancia de las
presas, sin embargo, una parte de la biomasa bacteriana ingerida es liberada
como COD, lo que puede a su vez favorecer las tasas de crecimiento
bacteriano. Ya ha sido demostrado que la asociacion de protozoos y
bacterias incrementa significantemente la disponibilidad de nutrientes
(Gurung et al., 2000; Bloem et al., 1988; Gude, 1985).

Ademas de la regulacion de la abundancia, los protozoos también pueden
influenciar la estructura de la comunidad bacteriana. Tamanos, formas y
division celular de las bacterias juegan un papel en la seleccion de presas
por parte de los protozoos y conduce a la mortalidad de morfotipos
especificos (Simek et al., 1999; Simek et al., 1997; Pernthaler et al., 1997;
Jirgens y Giide, 1994; Simek y Chrzanowski, 1992).

Se ha observado frecuentemente que una de las consecuencias del fuerte
pastoreo en medios naturales pelagicos, es la dominancia de células
pequenas en el bacterioplancton, acompafiadas por una alta productividad
secundaria de la comunidad (Simek et al., 1999; Pernthaler et al., 1997).
Simek y Chrzanowski (1992) encontraron indicios de selectividad trabajando
con sistemas experimentales y dos especies de boddnidos y wun
crisomonadido. Sus resultados mostraron una mayor ingestion de bacterias
grandes (0.3 y 0.6 um®), lo que determind una comunidad residual

conformada por células de menor volumen (< 0.1 um?®).



Aparentemente un protozoo pastorea sobre una bacteria si esta dentro de
sus rangos de seleccion de talla. El pastoreo selectivo de tallas, conduce al
desarrollo de bacterias muy grandes o muy pequefias. Las de mayor tamafio
dificilmente son ingeridas por los protozoos en tanto que las muy pequenas
escapan y persisten, lo que resulta en la ocurrencia no solo de tamanos
extremos sino también de complejas morfologias resistentes al pastoreo
(Koch, 1996; Jurgens y Gude, 1994).

La seleccion de tallas determinara como la biomasa bacteriana es distribuida
en los diferentes grupos funcionales. Se ha observado que puede favorecer
el rapido crecimiento y/o la resistencia al pastoreo de especies o
poblaciones, resultando un cambio en la composicién de la comunidad
bacteriana (Torsvik et al., 2002; Jurgens et al., 1999; Pernthaler et al., 1997).

También se ha encontrado predominancia de crecimiento de formas
morfolégicamente complejas como espirales, agregados celulares,
filamentos, etc. como mecanismo de resistencia al pastoreo. Esta situacion
se ha observado principalmente en sistemas meso-eutroficos, en los cuales
la disponibilidad de nutrientes permite a las células mantener la actividad
metabdlica para sus requerimientos energéticos y la biosintesis; mas aun, el
predominio de células muy pequefas se ha evidenciado mas en sistemas
oligotréficos en los que la limitacion por nutrientes reduce su actividad
metabdlica y posiblemente obliga a mantener una relacion superficie volumen
grande para solventar este déficit (Jurgens et al., 1999; Chrzanowski y
Simek, 1990; Gonzalez et al., 1990). Las correlaciones significativas entre los
picos maximos de las poblaciones de protozoos pastoreadores,
especialmente nanoflagelados heterotrofos, con la ocurrencia de una gran
variedad morfologica bacteriana se han descrito en aguas continentales y
marinas (Jiirgens et al., 1999; Simek et al., 1997).



DETERMINACION DE LAS INTERACCIONES BACTERIAS -
PROTOZOOS

La determinacion de relaciones empiricas entre los protozoos y las bacterias
ha contribuido a ampliar el entendimiento de la importancia de la
bacteriovoria en el control de comunidad bacteriana, no solo en lo que a su
abundancia se refiere sino también a aspectos como tamafo y diversidad
morfolégica. En términos generales se acepta que la predacion de las
bacterias por protozoos o lo que es lo mismo la bacteriovoria, podria llevar a
un cambio en la estructura de la comunidad bacterioplancténica. El
conocimiento de esa interaccion permitira una mejor comprension del la
manera como el COP y el COD fluyen a través del bucle microbiano y en un
futuro obtener datos precisos que permitan modelar la situacion particular de

cada cuerpo de agua.

Para estudiar las interacciones bacteria - protozoo se pueden usar datos
obtenidos con la medicion del consumo de bacterias por protozoos o
meétodos directos. Cuando a partir de datos de abundancia de las
poblaciones de bacterias y de nanozooplancton, se pretendan establecer

relaciones entre esas comunidades, se habla de métodos indirectos.

Métodos directos. Estos métodos involucran la estimacion de parametros
como la tasa de ingestion de bacterias y la productividad bacteriana. En
general estas metodologias son costosas, engorrosas y los resultados
obtenidos son de dificil interpretacion. Los datos empiricos han mostrado que
cuando los bacteriovoros son los reguladores de la comunidad del
bacterioplancton, el consumo de bacterias es casi igual o ligeramente menor
a la cantidad de células que se producen por unidad de tiempo (Sanders et
al., 1992).

Métodos indirectos. Cuando se usan los métodos indirectos para encontrar
interacciones entre bacterias y protozoos, se puede elegir trabajar

relacionando mas de una variable. Algunos autores establecen dichas



interacciones con datos de abundancia numérica de protozoos y bacterias,
en tanto que otros relacionan valores de abundancia numérica de

nanoplancton heterétrofo con biovolumen bacteriano (Strom, 2000).

Una variable numérica importante se obtiene al establecer una relacién entre
las densidades de bacterias y protozoos a partir de un cociente
bacteria:protozoo, CBP. Fenchel (1986), propuso que en aguas marinas este
CBP esta alrededor de 1000:1; Sanders et al. (1992), comprobaron en una
compilacion de los resultados de 600 trabajos que esta proporcion se cumple
para varios cuerpos de agua en la naturaleza excepto en los casos de aguas

eutroficadas en las cuales este cociente es mayor.

Por otra parte, la presencia de nanoplancton heterotrofo en sistemas
acuaticos, puede cambiar la distribucion de tamafos del bacterioplancton.
Los estudios han mostrado interacciones en la abundancia del nanoplancton
con el biovolumen bacteriano. El incremento en la abundancia de los
protozoos coincide con un aumento en la frecuencia relativa de tallas mas
pequefias (0.05 — 0.1 um3) de las bacterias, por el contrario en ecosistemas
en los cuales se ha encontrado poca y aun ausencia de bacteriovoria se ha
observado que aumentan las frecuencias de aparicion de bacterias de tallas
mas grandes (0.1 — 0.35 um?) (Strom, 2000; Simek y Chrzanowski, 1992).

ESTIMACION DE LA ABUNDANCIA BACTERIANA Y DE PROTOZOOS

La determinacion de atributos tales como densidad, biomasa, tasas de
crecimiento, reproduccion, sobrevivencia, mortalidad, etc. son elementos
esenciales que contribuyen a describir las poblaciones, que en conjunto
pueden contribuir al entendimiento de las interacciones que se dan al interior

de la comunidad microbioldgica.

Muchos de estos elementos pueden estimarse por medio de métodos que

miden la abundancia o el numero de individuos en relacion a un espacio
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(volumen) por medio de recuentos directos e indirectos de células o
microorganismos, o a través de la medicion de la actividad fisioldgica, la

biomasa y el volumen celular (Atlas y Bartha, 2002).

Recuento de bacterias. El método mas empleado actualmente para el
recuento de bacterias es la técnica directa con microscopia de
epifluorescencia, acoplada al uso de fluorocromos como el 4°6°- diamino 2-
fenilindol (DAPI), el isotiocianato de fluoresceina (FITC) o la naranja de
acridina (AO) (Turley, 1993). El método permite calcular el numero total de
células presentes en un volumen determinado de muestra (Atlas y Bartha,
2002; Kepner y Pratt, 1994). Esta técnica se ha usado desde la década de
los 70 y se considera el método tradicional y de rutina para el recuento
bacteriano.

a. b.

Figura 2. Elementos para recuento de nanozooplancton con
camara de sedimentacion (a) y microscopio invertido (b).

Recuento de protozoos. ElI método mas usado es la técnica del
microscopio invertido (APHA, 1995; Reid, 1983; Lund et al., 1958; Utermaohl,
1958). El procedimiento comprende una etapa de fijacion, su montaje en
camaras Utermohl (figura 2a) para la concentracion de la muestra y el
recuento con ayuda de microscopio invertido al que se le ha adaptado una
reticula ocular (figura 2b). Aunque el procedimiento es relativamente facil y
barato, no es muy util en el caso del nanozooplancton. Las mayores

dificultades estan en la concentracién de la muestra, pues se pueden perder
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las formas mas pequefias; en la fijacidn con lugol, lo que dificulta la
distincion entre organismos fotétrofos y heterotrofos, especialmente de los
mas pequefnos; y, la naturaleza de la muestra, como por ejemplo la
presencia de material en suspension lo que complica el conteo (APHA, 1995;
Wetzel y Likens, 1991; Herbert, 1990,).

Figura 3. Microscopio de epifluorescencia.

La técnica directa con microscopio de epifluorescencia (figura 3), también se
ha utilizado para obtener datos numéricos de organismos planctonicos
eucariotas, sin embargo todavia se busca mejorar el tipo de fluorocromo a
usar, el tamano de poro de los filtros, el volumen de la muestra que se filtrara
y otros pormenores técnicos que permitan su uso con mas confiabilidad para
el recuento de esas poblaciones. Una de las ventajas de este procedimiento
es que permite contar, en una misma muestra, las poblaciones autétrofas y
las heterétrofas. Para ello se toman dos porciones de la muestra. Una parte
se filtra sin colorear, solo los organismos autétrofos se contaran, ya que la
clorofila a, presente en el fitoplancton, fluoresce rojo cuando se excita con luz
azul y ultravioleta, los otros organismos no se pueden ver. La segunda
porcién de la muestra, se mezcla con un fluorocromo, en este trabajo se uso
la naranja de acridina que se une a los acidos nucleicos de los organismos
autotrofos y heterétrofos, por lo que se pueden contar ambas poblaciones.
Cuando se usa luz con la longitud de onda especifica para el fluorocromo
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usado se obtiene un conteo total de eucariotas en la muestra. La diferencia
entre esta poblacion total y la poblacidon de autotrofos permite obtener el total
de la poblacion de heterétrofos. Una ventaja adicional de este método es que
permite con la ayuda de una reticula y/o de analisis de imagen obtener datos
de tamario de la fraccion que interesa, en este caso el nanozooplancton (2 —
20 um).

DETERMINACION DE VOLUMEN CELULAR BACTERIANO

El volumen celular o biovolumen (cantidad de espacio que ocupa la materia
viva) asi como la biomasa (cantidad de energia almacenada por un
segmento particular de la comunidad bioldgica o la cantidad de materia viva
expresada en unidades de peso o0 energia), son variables ecologicas de
suma importancia. Se emplean para determinar la produccién de una
poblacién y la transferencia de energia entre los diferentes niveles tréficos
(Bratbak, 1993; Psenner, 1993).

Los datos resultantes del estudio del volumen celular del bacterioplancton
han mostrado su utilidad en la indicacion de la disponibilidad de recursos y
de la potencialidad de esa comunidad para responder a la presion por
predacion por protozoos o por lisis viral. Por ejemplo, en medios naturales
oligotréficos, hay una dominancia de células de pequefio tamafio (menores a
0,3 um), aparentemente la mayor relacion superficie volumen de las células
mas pequenas aumentaria la difusion de nutrientes (Koch, 1996). Varios
autores han mostrado cambios en la estructura y la abundancia de la
comunidad bacteriana en respuesta a mecanismos de control que han
denominado "top-down” en los cuales la bacteriovoria y la lisis viral se han
estudiado de manera continua. Como los organismos nanozooplanctonicos
son los responsables de la transferencia potencial de materia a niveles
troficos superiores, la determinacion de relaciones empiricas entre el
volumen celular bacteriano y la abundancia de protozoos nanoplanctonicos

puede ampliar el entendimiento de la importancia de la bacteriovoria en el
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control de la abundancia y de la estructura de tamafos y morfologias del
bacterioplancton (Jiirgens et al., 1999; Simek y Chrzanowsky, 1992;
Gonzalez et al., 1990)

Existen varios métodos para la estimacion del biovolumen bacteriano que se
apoyan de herramientas como la microscopia electrénica y la microscopia de
epifluorescencia. Los métodos con microscopia electronica no son muy
usados puesto que ademas de consumir mucho tiempo, son costosos y
durante la fijacion pueden causar disminucidn del tamafio de las células
(Bratbak, 1993; Fry, 1990).

Los métodos con microscopia de epifluorescencia son mas utilizados porque
ademas de practicos son menos costosos (Bratbak, 1993; Lee, 1993; Fry,
1990). En algunos de ellos, los tamafios de las bacterias pueden ser medidos
directamente al microscopio, por proyeccion o indirectamente de fotografias
(Bratbak, 1993; Fry, 1990; Fuhrman, 1981). Las mediciones se hacen con
micrometro o a partir de un dibujo obtenido por delineado de la imagen
bacteriana sobre la pantalla con un lapiz o marcador (Psenner, 1993;
Bratbak, 1993).

Analisis de imagen. El analisis de imagen permite la captura, digitalizacién,
ampliacion, segmentacién, edicion y procesamiento de una imagen con el fin
de obtener informacion de una o varias variables con aplicaciones en el

estudio de la ecologia microbiana (Caldwell et al., 1992; Fry, 1990).

La combinacion de la técnica de epifluorescencia con el analisis de imagen
es el método mas usado en la actualidad para la determinacion del
biovolumen de las bacterias. Una de las ventajas de su uso es que en un
mismo procedimiento se pueden contar las bacterias presentes de la
muestra y obtener datos morfométricos. El uso de la fluorescencia permite
obtener imagenes de una mejor calidad, puesto que se resaltan las
diferencias entre las bacterias y su fondo. También los datos son mas

precisos y objetivos que aquellos que se logran de manera directa con el ojo
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humano. Dependiendo del software usado, se pueden hacer mediciones
rapidas de muchos organismos, sin embargo, los patrones de reconocimiento
tienen el inconveniente de requerir tiempo y esfuerzo (Psenner, 1993;
Bratbak, 1993; Fry, 1990).

En sintesis el sistema digitaliza la imagen de las células fluorescentes en un
campo microscopico. La imagen entonces puede ser guardada, editada,
analizada para realizar un recuento total y la medicibn de parametros
individuales como tamafio y forma. Los resultados pueden imprimirse o
almacenarse en una base de datos para posteriores resumenes estadisticos
descriptivos e histogramas de frecuencias (Psenner, 1993; Lee, 1993; Fry,
1990).

A continuacion se presenta una descripcion del analisis de imagen. En la

figura 4 se muestra el procedimiento general.

Imagen original. Esta imagen se obtiene directamente al microscopio de
epifluorescencia. En este paso se selecciona al azar el sitio de captura de
las imagenes, evitando areas con grumos de detritos u organismos
planctonicos grandes ya que las bacterias en tales circunstancias no pueden
medirse correctamente (Psenner, 1993; Fry, 1990).

Camaras de video. Este equipo se adapta al microscopio y permite la
adquisicion de una imagen en video de las bacterias tefiidas con el
fluorocromo. En la mayoria de estudios se emplean camaras
monocromaticas por su alta sensibilidad a la luz, sin embargo actualmente
se usan camaras a color que aunque facilitan el procesamiento aumentan los

costos de operacion (Verity y Sieracki, 1993; Sieracki, 1989).

Adquisicion y almacenamiento de la imagen monocromatica. En este
proceso la imagen compuesta es segmentada, es decir, se le asigna una
serie de valores de gris y la imagen pasa a ser digital monocromatica. Esta

imagen puede ser almacenada en el sistema. Para realizar esta operacion se
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debe contar con software y hardware adecuados, que son los que finalmente
constituyen el verdadero sistema de analisis de imagen. Hay una gran
variedad de software en el mercado, con herramientas que posibilitan
almacenar un gran numero de imagenes con una buena calidad (Psenner,
1993; Fry, 1990; Sieracki et al., 1985). Dependiendo de la camara usada, la
imagen tendra mas o menos niveles de gris en cada pixel. Un pixel se define
como la mas pequena unidad de una imagen visualizada en una pantalla
(Morris, 1991). Este factor eventualmente limita la resolucion, aunque
algunos instrumentos pueden usar varias herramientas matematicas para

medir tamanos a la exactitud de un infrapixel.

‘ Camara de Video |
i
—{ Imagen Monocromatica |

l
«—‘ ImagenAImacenada‘

| Definicién de Umbrales ‘

!

‘ Imagen Binaria }—

’ Medicidn en Pixeles |<—

‘ Medicién en Micrémetros

’ Calculo de Biovolumen |

Figura 4. Procedimiento general del analisis de imagen para la estimaciéon de biovolumen
bacteriano. Las lineas en azul son caminos alternos (Tomado y modificado de Fry, 1990).

Realce de la imagen y definicion de umbrales. Lo que se persigue en esta
etapa es lograr la mejor definicion posible de los limites de los objetos a
medir con respecto al medio en el que se encuentran. Existen herramientas
de realce o algoritmos (conjunto ordenado vy finito de operaciones para hallar
la solucion a un problema) que permiten correccion de sombras asi como la
posibilidad de disminuir el ruido de fondo y modificar el contraste para
reducir los halos de las células. Tales técnicas automatizadas, toman poco
tiempo computando y eventualmente solucionan el problema de imagenes en

las cuales se aprecian bacterias con diferente brillo en el mismo campo
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visual, lo que implica diferentes niveles de umbral. Cuando se usan estos
algoritmos se debe tener cuidado para no modificar el tamafo real de los
objetos a medir. El establecimiento del umbral de la imagen realzada
antiguamente se hacia de manera manual, mientras se observaban ambas
imagenes superpuestas, recientemente se han desarrollado técnicas

semiautomaticas y automaticas (Sieracki et al., 1989).

Obtencidn de la imagen binaria. Los niveles iniciales de gris de la imagen
deben ser convertidos a una imagen binaria antes de la medicidén. La imagen
binaria es creada por la deteccion de pixeles luego del establecimiento de un
umbral que define que limites son considerados parte del objeto pues seran
los eventualmente medidos; es posible que esta operacion queden algunos
pixeles de la imagen sin detectar (Psenner, 1993).

Ediciéon. Uno de los principales problemas de la técnica de analisis de
imagen es la definicion de la silueta de las imagenes con respecto a su
fondo. En el caso de las muestras que se tifien con fluorocromos, se
presentan varios tipos de problema. Los mas frecuentes incluyen el llamado
efecto de halo, esto es un intenso brillo alrededor de los objetos lo que
aparentemente aumenta su tamario, el otro se refiere a la presencia de un
intenso brillo de fondo y por ultimo la obtencién de imagenes en las cuales
algunas bacterias quedan desenfocadas por presencia de varios planos en
un filtro. Los problemas anteriores pueden ser causados por un gran numero
de factores que van desde el tipo de muestra, la calidad del procedimiento
utilizado, las limitaciones Opticas debido a la resolucidon de la luz del
microscopio y/o el tamafio del pixel del analizador de imagen. Lo anterior ha
llevado a que todavia no haya consenso de como juzgar cual es el verdadero
limite de la bacteria que se va a medir. Por lo anterior la imagen binaria
puede ser editada para remover escombros y a veces afiadir lo que no se
detectado. La edicién puede ser manual o automatica, pero la primera
puede consumir mucho tiempo y debe ser evitada en lo posible (Psenner,
1993; Fry, 1990). La edicion automatica de caracteres se ha beneficiado de

rutinas de erosion (remocion de pixeles alrededor de un objeto) seguidas de
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dilataciones (adicion de pixeles). Estos procedimientos ademas pueden
separar bacterias muy juntas y remover ruido debido a simples o pequeros
grupos de pixeles. La mayoria de estos sistemas tienen caracteres de
edicion tanto manuales como automaticos, que posibilitan crear rutinas para

rellenar huecos y separacion de circulos (Psenner, 1993; Fry, 1990).

Mediciéon y calculos de biovolumen. Una vez la imagen es editada, se
pueden realizar mediciones de campo o de caracteres especificos. Las
mediciones de campo permiten describir las propiedades de un campo de
vision completo como su area y perimetro. Las mediciones de caracter
especifico, por el contrario, permiten obtener informacién sobre los objetos
que hay en el campo, por lo que se pueden estimar parametros como
numero total de células o de objetos, su largo, ancho, redondez, etc. (Leica,
1996). El tipo y numero de mediciones de campo y de los objetos en el,
dependen del software utilizado.

Los datos de volumen celular no pueden ser estimados directamente de las
imagenes bidimensionales que toma el sistema, por lo que se tienen en
cuenta algunas mediciones lineales para convertirlas en biovolumen por
medio de formulas. Los calculos pueden ser hechos por el software del
analizador de imagen o por otro programa dentro del computador (Bratbak,
1993; Fry, 1990).

Para obtener el biovolumen de los objetos en el campo, se han utilizado entre
otras tres ecuaciones, que se introducen al programa y posibilitan emplear
mediciones lineales especificas como largo (L), ancho (A) y/o radio (r). En la
primera se asume que las bacterias tienen formas cocoides por lo que se
utiliza la ecuacion del volumen de la esfera (V = 4/3x.r’). La segunda asume
qgue las células tienen forma bacilar entonces se usa la ecuacion del cilindro
(V = n{(3L-A)/3} {A/2}%). La Ultima se utiliza para las bacterias de forma
cocobacilar por lo que se usa la ecuacidn del esferoide oval (V =
4/37.{L/2}{A/2}?) (Lee, 1993; Bratbak, 1993).

18



Es dificil hacer mediciones de bacilos curvados o espirilos, sin embargo se
puede con ayuda de las formulas anteriores hacer estimaciones razonables.
Adicionalmente, debido a la dificultad de obtener datos aproximados del
largo central de un bacilo curvado o de un espirilo, se recomienda establecer

las mediciones de largo y ancho de una manera manual (Fry, 1990).

Problemas del método. Algunos inconvenientes o desventajas del empleo
del analisis de imagen tienen que ver con que algunas bacterias, organismos
planctonicos y detritos, producen imagenes muy densas que dificultan y aun
imposibilitan el analisis de imagen, por otro lado, los numeros de bacterias
deben ser altos para analizar varias decenas o cientos de células por
imagen capturada y asi agilizar el tiempo de operaciones (Fry, 1990). En la
siguiente lista se enumeran algunas de las limitaciones reconocidas por Lee
(1993), Bratbak (1993), Psenner (1993) y Sieracki et al. (1985).

* La resolucién limitada del microscopio dificulta la precision sobretodo de
las medidas de bacterias pequenas.

* La calibracion del equipo solo es posible con microesferas fluorescentes.

* El criterio para excluir el halo de las imagenes.

* Aun cuando el sistema se basa de manera semiautomatica toma
alrededor de 30 minutos para medir 500 células por muestreo.

* A pesar que los sistemas cada vez son mas baratos y mejores, el método
todavia es caro.

* Ellimitado tiempo de exposicion a la luz para la obtencion de la imagen
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METODOLOGIA

Area de estudio

El embalse del Neusa hace parte de una reserva natural de la cordillera
oriental llamada parque Rio Neusa. Esta ubicado en el departamento de
Cundinamarca, a 70 Km. al nororiente de Bogota y a 20 Km. al norte de
Zipaquira; sus coordenadas geograficas son 5° 830" de latitud N y 73°
58°28"" de longitud O. La region se puede considerar de acuerdo a su altura
(2960 m.s.n.m.) y temperatura media anual como una zona de transicion
denominada subparamo (CAR, 1968).

La zona presenta un régimen bimodal de lluvias con una precipitacion
maxima en abril y octubre y minima en junio a agosto y diciembre. Los
principales afluentes son los rios Las Juntas y Cubillos, que aportan cerca del
70% del volumen total del agua que recibe el embalse (CAR, 1968). El
embalse es de aguas claras y presenta fondo andxico en algunos periodos
del afo. De acuerdo a los niveles de nutrientes y su moderada cantidad de
bacterias puede considerarse como un sistema mesotrofico (Canosa y Pinilla,
1999; Canosa y Pinilla, 1995).

Estaciones de muestreo

Para evaluar la variacion espacial de las variables biolégicas se definieron un
total de ocho estaciones, siete de ellas localizadas en el embalse y una en el
rio Cubillos que es el principal afluente de sistema (figura 5). Estos sitios de
muestreo fueron ubicados en los mismos puntos definidos en el
macroproyecto en el cual se enmarca el estudio (Canosa y Nifo, 2004). Para
ello se tuvo en cuenta estudios previos vy las caracteristicas ambientales de

cada lugar.
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De esta forma, para el muestreo horizontal se consideraron la zona litoral
cercana a la desembocadura del rio Las Juntas (estacion 1), el centro del
embalse o Chapinero superficial (estacion 2), la presa en la superficie
(estacion 5) y el rio Cubillos (estacion 8). La variacion vertical de las mismas
variables se estudid6 muestreando tres profundidades, la zona superficial,
intermedia y fondo, en las estaciones Chapinero (estaciones dos, tres y

cuatro) y en la presa (estaciones 5, 6 y 7) (figura 5).

. Las Juntas

Chapinero superficial

Chapinero intermedia ]
Chapinero fondo

Presa superficial

Presa intermedia

Presa fondo

. Rio Cubillos

NGO RON=

Rio Cubillos
.--ﬂ.' N

@
,Rio Neusa Escala 1: 628

Figura 5. Embalse del Neusa, ubicacion aproximada de las estaciones de
muestreo.

Con el fin de establecer tendencias generales de las variables biologicas a
estudiar, los datos se agruparon por sitios de muestreo (Las Juntas,
Chapinero, la presa y Rio Cubillos) y por zonas o estratos en el perfil vertical
de la columna de agua (superficial, intermedio y fondo). El estrato superficial,
se definio por la zona fética, que corresponde al estrato donde penetra la luz
en la columna de agua (estaciones 2, 3 y 5), el estrato intermedio, por debajo
de la zona de compensacion de la luz (estaciones 4 y 6), ambos establecidos
de acuerdo con la profundidad del disco Secchi. El fondo o zona profunda,
como la profundidad maxima en la estacion de la presa (estacion 7).
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Periodicidad del muestreo

Para describir la variacion temporal de las variables biologicas se realizaron
muestreos mensuales durante un periodo de diez meses tratando de abarcar
épocas climaticas secas y lluviosas. En la tabla 1 se resumen las fechas de
muestreo, las estaciones y las profundidades a las que se realizaron.

Tabla 1. Fechas de muestreo, profundidad y programacion de procesamiento de las
muestras del nanozooplancton.

Ubicacion estaciones Jllj_:tjas Chapinero La Presa CuEiII(I)os Variables biolégicas
Estacion 1 2 3 415 6 7 8
Musstron Fecha de Profundidad Fluorescencia Sedimentacion
muestreo (metros) B N N
1 27-jul-04 0.5 05 1 5 05 12 20 0.5 X X X
2 26-ago-04 0.5 05 2 4 05 13 24 0.5 X - X
3 16-sep-04 0.5 05 5 12 05 10 27 0.5 X X X
4 05-Oct-04 0.5 05 5 9 05 6 20 0.5 * * *
5 09-nov-04 0.5 05 7 12 05 8 18 0.5 X - X
6 09-dic-04 0.5 05 7 11 05 10 20 0.5 X X X
7 01-feb-05 0.5 05 3 6 05 9 20 0.5 X X X
8 22-feb-05 0.5 05 4 8 05 8 25 0.5 X - X
9 15-mar-05 0.5 05 5 10 05 10 20 0.5 X - X
10 12-abr-05 0.5 05 6 11 05 10 20 0.5 X X X
B : Bacterias. N: nanoplancton heterétrofo.

- : Estaciones no muestreadas para conteo de nanozooplancton.
*: Muestreo no procesado por problemas con la técnica de epifluorescencia.

Adicionalmente, en el presente trabajo se definieron cuatro épocas durante el
tiempo de estudio con base en los valores de precipitacion y evaporacion
total, para agrupar e interpretar mejor las variables bioldgicas. Los periodos
entre julio-agosto y marzo-abril (periodo intermedio o de lluvias moderadas),
correspondieron a precipitaciones entre 50 y 100 mm/mes. EIl periodo entre
septiembre-noviembre, se defini6 como la época seca, con un nivel de
precipitacion superior a los 100 mm/mes (periodo de lluvias); y el periodo
diciembre-febrero, por niveles de precipitacion menores a 50 mm/mes y

evaporaciones superiores a la precipitacion.

22



Muestras biolégicas

En la tabla 1 se muestran las épocas en las cuales se muestre6 para la
medicién de las variables bioldgicas. En todos los casos las muestras se
tomaron por triplicado. Debido a los costos, en el caso del conteo de los
protozoos con epifluorescencia, se tomdé una Unica muestra por estacion, en
las salidas 1, 3 y 10. Conteo de bacterias Las muestras superficiales se
recolectaron manualmente a 0.5 m de profundidad, en frascos estériles. Las
de profundidad, se tomaron con una equipo muestreador Zobell con botellas
estériles (figura 6a). Las muestras se fijaron con gluteraldehido buferado
(GTA-B) hasta concentracion final de 2.5%. Conteo de nanozooplancton.
Se tomaron en cada estacion dos tipos de muestras, una sin adicion de
fijador se uso para el recuento con la técnica de epifluorescencia. La otra se
empleé en el recuento con camaras de sedimentacidn con microscopio
invertido. En este caso, las muestras superficiales se tomaron manualmente
y las de profundidad con botella Alfa horizontal (figura 6b), se usaron frascos
de plastico opacos aforados a 100 ml y se fijaron con lugol hasta
concentracion final de 1% (Hertbert, 1990, Lund et al., 1958). Todas las
muestras se transportaron refrigeradas y protegidas de la luz (Canosa vy
Pinilla, 1998; APHA, 1995; Kepner y Pratt, 1994; Sherr y Sherr, 1993;
Hertbert, 1990; Lund et al., 1958).

a. b.
Figura 6. Equipo empleado para la recoleccién de muestras en la columna de
agua. a. Botella muestreadora ZoBell. b. Botella alfa horizontal.
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Fase de laboratorio

RECUENTO TOTAL DE BACTERIAS

Para el recuento total de bacterias se empled la técnica directa de conteo por
epifluorescencia segun la metodologia estandarizada en el Laboratorio de
Microbiologia de la Universidad Jorge Tadeo Lozano de Bogota (Canosa y
Pinilla, 1999; Canosa, 1998) basada en la técnica de Hobbie et al. (1977) y
Kepner y Pratt (1994).

Las muestras se almacenaron fijadas en nevera a 4°C durante un tiempo no
mayor a tres semanas. En el procesamiento, primero se homogenizaron por
agitacion mecanica con vortex, se diluyeron con agua desionizada estéril y se
tineron con naranja de acridina (AO) hasta una concentracion final de 0.1% o
100 pg/ml durante un tiempo de exposicion de 5 minutos. Se diluyeron para
obtener entre 20 a 30 células por campo. Posteriormente se filtraron 2 ml de
la muestra tefida, sobre una membrana negra tipo Isopore o Nucleopore de
policarbonato de 25 mm de diametro y 0.22 pym de diametro de poro
(Millipore, GTBP02500). El equipo de filtracion constaba de manifold, tunel de
filtracion y bomba de vacio. La presion de vacio aplicada fue menor a 80 mm
de Hg o 5 pulgadas de Hg para evitar rompimiento de las células en su paso
a través de la membrana. Finalmente se retiré la membrana seca con pinzas
y se extendid sobre una lamina portaobjetos, se coloc6 una lamina
cubreobjeto usando aceite de inmersion de baja fluorescencia. Las laminas

fueron analizadas inmediatamente o se almacenaron en oscuridad y a -20°C.

RECUENTO Y ESTIMACION DE VOLUMEN CELULAR BACTERIANO
CON ANALISIS DE IMAGEN

El numero de bacterias y su volumen celular se determinaron mediante la
técnica de analisis de imagen segun la metodologia validada en el
Laboratorio de Microbiologia de la Universidad Jorge Tadeo Lozano por
Canosa (1998) y Canosa et al. (2000), de acuerdo a la metodologias
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sugeridas por varios autores (Norland, 1993; Lee, 1993; Bratbak, 1993; Fry,
1990; Sieracki et al., 1989; Fuhrman, 1981).

El programa empleado para la adquisicion, procesamiento de imagenes,
recuento y medicidn de caracteres celulares fue el Leica Qwin Standard
version 2.2. Los pasos de calibracidén, es decir la determinacién de cuanto
mide un pixel, ya habia sido establecido en un proyecto anterior en el
Laboratorio y era parte integral del software con el que se trabaj6é en esta
tesis. El valor de cada pixel en las imagenes tomadas fue de 0.055 um, todas
aquellas imagenes menores a 10 pixeles fueron rechazadas. Lo anterior
debido a que 10 son las veces que el area de un pixel cabe en el area de la
bacteria mas pequefia, que en teoria se puede encontrar en el picoplancton y
posee un diametro de 0.2 um.

El procedimiento general del cual se hablo en el marco tedrico fue
organizado en una rutina de trabajo semiautomatica (anexo A). El proceso

se resume en los siguientes pasos:

1. Adquisicién de la imagen. Las imagenes fueron almacenadas en el
software del computador, segmentada en 256 tonos de grises. Este
proceso se realizO de manera manual. En la figura 7, se observa la
imagen de un campo de una preparacion de epifluorescencia tomado por

la camara monocromatica.

Figura 7. Imagen Monocromatica de un campo de una preparacion
de bacterias tefiidas con AO. Los objetos blancos son las bacterias.
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2. Procesamiento de la imagen. Una vez la imagen fue adquirida, pasoé

por una serie de algoritmos con el fin de separar claramente las células
del fondo. Utilizando el lenguaje del programa se uso la construccion de
una mascara y la definicion de semilla. La construccion de la mascara
hace referencia al filtro que define los limites y el tamafo real de las
células y permite la reconstruccion de estas a partir de un punto de
partida detectado llamado semilla. Para la construccion de una mascara
de mejor calidad se utilizaron dos vias alternativas dependiendo de las
caracteristicas de la imagen original. La primera usada para imagenes
con buen contraste (células brillantes sobre un fondo oscuro), la segunda
para imagenes con objetos muy brillantes y fondos muy claros
(fluorescencia de fondo). Los algoritmos empleados se describen en el
anexo A.

Edicion de la imagen en gris. La imagen fue arreglada manualmente
cuando no hubo una clara separacion entre los niveles del gris y los
limites bien definidos del objeto, comparandola con la imagen original al
microscopio antes de ser procesadas. Se rechazaron las interferencias u
objetos brillantes, se rellenaron espacios, se unieron o0 se separaron
largos filamentos que fueron segmentados.  Automaticamente el
programa realizé una reconstruccion geodeésica de los objetos a partir de
la semilla hasta ocupar el tamafio de las células detectadas en la mascara
anteriormente elaborada. Después de este paso, se efectuo una ultima
revision para confirmar que todas las células fueran detectadas y que el

tamafio reconstruido fuera consistente con la imagen original.

Recuento y mediciéon de caracteres. Se determinaron el numero de
objetos, para obtener la abundancia asi como su area, perimetro, largo,
ancho y redondez. En cada filtro se contaron minimo 200 células
seleccionadas al azar. La cantidad total de células se determiné por la

formula:
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Numero de bacterias /ml=NxFxD/V

En donde:

N = Numero de células promedio por imagen.

F = Numero de veces que cabe el area de la pantalla de medicion
(2481.8 um?) en el rea efectiva de filtracion (22.698.000 pym?).

D = Inverso de la dilucion.

V = Volumen filtrado de la muestra teiida (2 ml).

5. Estimacién del biovolumen. Para obtener los datos de biovolumen se
eligié la formula propuesta por Lee (2003), la ecuacion es la del esferoide
oval, que se considera que funciona bien para los cocos, bacilos y

espirilos.
Biovolumen (um?) = 4/3x *(L/2)*(A/2)?

Donde:
L = largo; A =ancho

6. Almacenamiento de los datos. Todas las medidas obtenidas incluyendo
los numeros de bacterias asi como los caracteres medidos fueron
almacenados en una base de datos en el programa de Microsoft Excel de

Windows XP para su analisis posterior.

RECUENTO TOTAL DE PROTISTOS

Para el recuento de protozoos nanoplancténicos, se utilizaran dos métodos.
El método tradicional con camara de sedimentacion y microscopio invertido
(Lovejoy et al., 2002; APHA, 1995; Hertbert, 1990; Lund et al., 1958) y el
meétodo con microscopia de epifluorescencia. Este ultimo método fue
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modificado a partir de un protocolo elaborado en un trabajo anterior realizado
en el Laboratorio de Microbiologia de la UJTL (L6pez, 2002).

Recuento total de protozoos nanoplancténicos con camara de

sedimentacion y microscopio invertido

Esta técnica se baso en la metodologia sugerida por Utermoéhl (1958), Lund
et al. (1958) y Herbert (1990). En el procedimiento se adicionaron 5 ml de
cada una de las muestras de agua fijadas con lugol, bien homogenizadas, en
las camaras de sedimentacion. En este trabajo se usaron camaras
construidas manualmente que consistian en cilindros de vidrio de 60 mm de
altura y un diametro entre 10.9 y 11.8 mm pegados con béxer por uno de los
dos extremos planos a una laminilla cubreobjeto de 22 x 40 mm (figura 8).
Cada muestra se dejo precipitando por un periodo no menor a 24 horas en
una superficie plana y horizontal para no alterar la distribucion de los

microorganismos en el fondo de la camara.

60 mm

|74Dmm4|

Figura 8. Representacion de las camaras de sedimentacion
empleadas para el conteo de nanozooplancton.

Para obtener los datos de abundancia se usdé un microscopio invertido
Olympus ULWCD, provisto de una reticula ocular de 10 mm de lado. Se usé
como aumento final 1250X. Durante el conteo se seleccionaron los campos
al azar, tratando de cubrir la mayor parte del fondo de cada camara evitando

los extremos. Se contaron todos los organismos que quedaron en el interior
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de la rejilla, incluso aquellos situados en el limite de esta, siempre y cuando

la mayor parte de su estructura estuviera adentro.

Se contaron un numero aproximado de 200 células por camara excepto en
aquellos casos en los cuales las muestras eran muy diluidas o con mucha
materia organica, en estos eventos se contaron hasta 270 campos por
camara. En este ultimo caso, para obtener un mayor numero de organismos,
se hizo una variacion de la técnica que consistio en retirar parte del
sobrenadante y adicionar mas muestra para sedimentar en un periodo de
tiempo adicional de 24 horas. Los recuentos incluyeron organismos protistos,
especificamente del nanoplancton heterétrofo para lo cual se tuvo en cuenta
su tamano (entre 2 y 20 um), su coloracién (vinotinto u oscuro), su forma y
agrupacion asi como la presencia de estructuras (flagelos y cilios). Se
utilizaron algunas claves para la seleccion de los organismos a contar de
acuerdo a su morfologia (Ruppert et al., 2004; Patterson, 2003; Ruppert y
Barnes, 1996). Cuando se presentaron grumos, se contaron solo los

organismos claramente reconocibles presentes en su superficie.

Para la obtencién de numero total de heterétrofos nanoplancténicos por

mililitro, se ultilizé la siguiente férmula:

Células /ml=NxFxD/V

En donde:

Numero de células promedio por reticula.

F = Veces que cabe la reticula en el area de sedimentacion de la camara,
este numero vario de acuerdo a la camara usada
D = Inverso de la dilucion, se tiene en cuenta el volumen que se adicioné

del fijador.

V = Volumen sedimentado
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Recuento total de nanoplancton heterétrofo por microscopia de

epifluorescencia

La técnica de epifluorescencia empleada en este estudio fue descrita por
Sherr et al. (1993) y Davis y Sieburth (1982). Una caracteristica de la
técnica es que permite contar los organismos autotrofos y los heteroétrofos
presentes en cada muestra. La diferencia en la metodologia es que la
muestra para el conteo de autoétrofos no se colorea con fluorocromo en tanto
que aquella para el conteo total si. De manera resumida el procedimiento
usado fue el siguiente:

Se tomo6 un volumen de la muestra sin fijar, se le agregd AO hasta una
concentracion final de 0.1% (100 pg/ml) y se dejo reaccionar durante tres
minutos a temperatura ambiente y protegido de la luz. Dependiendo de la
cantidad de particulas en suspension, que pueden causar taponamiento, se
filtraron de 5 a 30 ml de la muestra tefiida. Se usaron filtros blancos
Nucleopore tipo Isopore (Millipore, referencia ATTP02500) de policarbonato,
con un diametro de 25 mm y 2 um de diametro de poro. Durante la filtracion
se uso6 una presion de vacio entre cinco y diez pulgadas de mercurio. Luego
se lavd cada filtro con agua desionizada estéril para arrastrar posibles
organismos adheridos en las paredes del tunel de filtracion. Posteriormente
el filtro se colocd sobre una lamina portaobjetos, antes de colocar el
cubreobjetos, se agregd sobre cada filtro una gota de aceite de inmersion
de baja fluorescencia. Las preparaciones fueron almacenadas en
refrigeracion y protegidas de la luz hasta su conteo.

Para obtener el numero total de nanoplancton (autétrofo y heterétrofo) se
contd en la preparacion teiida con el fluorocromo, usando luz de excitacion

con longitud de onda azul, el numero de células fluorescentes.

Para el numero de nanoplancton autétrofo se conté a partir de la preparacion
sin tefir las células que se observaron rojas usando la excitacion ultravioleta,

(la clorofila a fluoresce en ese tono con radiacion UV).
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En ambos casos se contaron hasta un minimo de 200 células por filtro en
campos elegidos aleatoriamente. Para el recuento se utilizé una reticula
colocada en el ocular del microscopio. Se contaron todas las células con
fluorescencia roja, naranja o verde en el caso de las preparaciones con AO y
las rojas en las preparaciones de autoflurescencia (figura 9a y b).

Se tuvieron en cuenta aquellas de morfologia definida y con tamafios entre 2
a 20 ym. Se enumeraron todos los individuos que quedaron en los bordes
de la reticula, siempre y cuando mas del 50% de su estructura se encontrara
dentro de la reticula.

a. b.

Figura 9. Imagenes de microorganismos eucariotas unicelulares por microscopia de
epifluorescencia. a. Preparaciéon de autofluorescencia. b. Preparacién tefiida con AO.

La densidad de células se determind con la formula:

Células /ml=(NxF xD)/V

En donde:

N = Numero de células promedio por reticula.

F = Veces que cabe el area de la reticula en el area efectiva de filtracion del
filtro.
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Area de filtracion = nir? = t x (8.5)% 226.98 mm?% Area reticula = 0.01

mm?

F = Area de filtracion /Area reticula = 226.98/0.01 = 22698

D = Inverso de la dilucion si la hay. En el caso del recuento de autotrofos no

se utiliza. En el de heterétrofos fue de 10/9 = 1.11

V = Volumen filtrado de la muestra.

A partir de la diferencia entre ambas densidades se obtuvo la abundancia de

protozoos nanoplanctonicos:

Total de nanoplancton heterdtrofo/ml = Total de nanoplancton autotrofo y

heterotrofo/ml (muestra tefiida con AO) - No. Total de protistos autétrofos/mi

Debido a algunas dificultades técnicas se hicieron algunas modificaciones al

procedimiento para obtener mejores resultados, se mencionan las siguientes:

Para obtener un mayor contraste entre los organismos fluorescentes y su
fondo, los filtros blancos se tifieron con una solucion de negro de Irgalam
(dos gramos de negro de Irgalam en un litro de acido acético al 2%)
durante diferentes periodos de tiempo. Se obtuvo un mejor contraste
cuando los filtros se tifieron por 24 horas. Los filtros tefiidos se enjuagaron
varias veces con agua desionizada, para eliminar el exceso de colorante.
Se secaron con papel absorbente y se aimacenaron hasta su uso (Sherr y
Sherr, 1993).

Debido a que los protozoos del nanozooplancton poseen una membrana
celular flexible, aquellos de menor tamafio podrian bajo el influjo de la
presion ejercida durante la filtracion atravesar los poros de los filtros
usados en este trabajo (2 wm), como consecuencia se podrian subestimar
las densidades. Para evaluar esta situacion en el séptimo muestreo se
utilizaron ademas filtros con diametro de poro de 0.8 um en las muestras
de las estaciones de la Presa (superficie, intermedia y fondo). Estos

recuentos se realizaron por triplicado.
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Fase de gabinete

Manejo de datos. Para el estudio de la informacion, los datos disponibles
fueron introducidos en tablas de resumen en el programa Microsoft EXCEL
de Office XP. A partir de estas tablas, se obtuvieron graficas de barras y
lineas para observar el comportamiento espacial, temporal y entre réplicas de
las variables estudiadas. Ademas de la informacion biolégica lograda en el
presente trabajo, se usaron datos hidrologicos y fisicoquimicos obtenidos de
otras fuentes. Los datos de las variables hidroléogicas e hidricas
(precipitacion, evaporacion, descarga total y volumen total del embalse)
fueron proporcionados por la CAR (2005). Los de las variables fisicoquimicas
(nutrientes, pH, porcentaje de saturacion de oxigeno y temperatura) se
tomaron de los obtenidos en el proyecto marco de este trabajo de tesis
“Estructura y variacion espacio - temporal de la comunidad bacteriana en el
embalse del Neusa, un ecosistema acuatico alto Andino” (Canosa y Nifio,
2005). Para observar posibles interacciones entre las variables biologicas se
describio graficamente la relacion entre la densidad de bacterias o volumen
celular bacteriano con la densidad de nanoplancton heterotrofo y su variacion

espacial y temporal.

Analisis de datos. En cuanto a la abundancia del nanoplancton heterotrofo,
para identificar la existencia de diferencias significativas entre las
abundancias determinadas con ambos métodos de recuento y las obtenidas
en el séptimo muestreo entre los filtros con tamafo de poro de 0.8
(recomendado por la literatura para retener las fracciones mas pequefias del
nanoplancton) y las de 2.0 ym (empleadas en este trabajo para disminuir el
taponamiento del filtro), se realizaron la pruebas pareadas no paramétrica de

Wilcoxon.

Para identificar variaciones temporales y espaciales de la abundancia
bacteriana se utilizO una prueba estadistica no paramétrica de Kruskall-
Wallis. Como se encontraron diferencias significativas a un nivel de

significancia del 95% entre todos los grupos de muestreos y estaciones, se
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realizo la prueba no paramétrica de Kolmogorov-Smirnov para dos muestras
0 grupos para encontrar en cual par de grupos estaba la diferencia (Zar,
1999). Los datos estimados de biovolumen por célula fueron agrupados en
rangos de tamafios desde 0.001 um?® (minimo volumen de una célula esférica
de 0.22 um de diametro) en adelante cada 0.04 um?® (Posh et al., 2001) para

observar la distribucidon de frecuencias.

Para indagar sobre posibles cambios en la estructura de tamafios y
morfologias del bacterioplancton relacionados con variaciones espaciales y
temporales de la densidad de nanoplancton heterétrofo, se identifico la
tendencia general por medio de graficas de dispersion del volumen celular
bacteriano contra su redondez (Psenner y Sommaruga, 1992).

En busqueda de comprobar correlaciones entre las abundancias de las
comunidades del bacterioplancton y del nanoplancton se realizaron pruebas
de correlacion de Spearman y analisis de regresion. Todas las pruebas
estadisticas y analisis de correlacién, asi como algunas graficas fueron
realizadas por el programa SPSS para Windows version 8.0.1. (1998).
Adicionalmente, para evaluar que tan fuertes fueron las relaciones entre
estas comunidades, se calculd el coeficiente bacteria-protozoo (CBP), que no
es mas que la relacion entre la concentracion de bacterias y la densidad de
nanozooplancton; para ello se tuvo en cuenta su variacion espacial y

temporal
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RESULTADOS

Hidrologia

Durante el tiempo del estudio, julio de 2004 a abril de 2005, segun los datos
suministrados por la CAR (2005) se presentdé un pico maximo de
precipitacion entre septiembre-noviembre y un minimo entre diciembre y
febrero. Este ultimo periodo coincidid con valores de evaporacidn que
superaron el nivel de lluvias. Entre julio-agosto y marzo-abril las lluvias no
fueron mayores de 100 mm aunque se encontraron valores cercanos a los 50

mm mensuales (figura 10a).
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Figura 10. Datos hidrolégicos e hidraulicos del embalse del Neusa durante los meses
de muestreo. a. Precipitacion total y evaporacién. b. Volumen total. c. Descarga total.

En cuanto al comportamiento hidraulico, el embalse mantuvo su volumen
total bajo y estable entre julio y septiembre. Desde octubre se observo un

notable incremento hasta diciembre cuando se registré el volumen maximo
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para el periodo de estudio. En los ultimos cuatro muestreos se observé un
descenso continuo del nivel del embalse, que alcanzé los valores obtenidos
al principio del trabajo (figura 10b). Los datos de descarga total fueron
constantes desde julio hasta diciembre con altos valores entre enero y abril

con un maximo pico en marzo (figura 10c).

Variables Fisicas y Quimicas

Temperatura. La temperatura promedio del embalse fue de 14.9 °C y varid
entre 13.3 °C y 18.3 °C; se observo un aumento gradual desde el inicio hasta
el final de los muestreos (figura 11a). Se registré una tendencia en el perfil
vertical hacia valores mas bajos de temperatura en la zona profunda. Se
encontrd una leve estratificacion térmica en los ultimos tres muestreos, con
una termoclina que oscilé entre los ocho y diez metros de profundidad. En el
rio Cubillos, la temperatura promedio fue similar a la del embalse, sin
embargo, en los primeros seis muestreos fue mas baja, probablemente el
incrementd ocurrid como consecuencia del represamiento del rio, generado

por los altos niveles que alcanzé el embalse.
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Figura 11. Isolineas de algunas variables fisicoquimicas en el embalse del Neusa entre
julio de 2004 y abril de 2005. a. Temperatura. b. Saturacién de oxigeno. c. pH.
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Oxigeno. Con respecto a la saturacion del oxigeno se observd un
comportamiento temporal y espacial bien definido. En todos los muestreos
se presentd una disminucion con la profundidad, sin embargo, en los tres
primeros se encontré6 una columna de agua casi homogénea. De ahi en
adelante fue evidente un perfil vertical clinogrado, con una oxiclina entre los
siete y los doce metros. La diferencia entre la superficie y el fondo se
acentud desde el quinto muestreo; se registraron valores tan bajos como
0.7% en la zona profunda y valores superiores al 100% en la zona superficial
(figura 11b). Los porcentajes de saturacion del oxigeno en el rio Cubillos
oscilaron entre 92% y 132% con un promedio de 110%; en la mayoria de los

muestreos se obtuvieron valores superiores a la saturacion.

pH. El promedio del embalse fue de 6.9 unidades con un rango entre 5.5 y
9.6. El comportamiento espacial y temporal de esta variable no fue tan claro
como para las anteriores, pero se encontré tendencia hacia pH acidos en las
estaciones mas profundas, particularmente en los ultimos meses de
muestreo (figura 11c). En el rio cubillos se encontraron valores similares con

un promedio en 6.8 y un rango entre 6.3 y 9.6.

Nitrégeno. El promedio mas alto del nitrégeno total se detecté en la
estacion Las Juntas. Se observdé un aumento de esta variable con la
profundidad y en los meses en que la precipitaciéon fue moderada (julio-
agosto) (figura 12a-c). De las especies solubles del nitrégeno, el amonio fue
la mas abundante, con una tendencia a aumentar con la profundidad y en el
periodo seco (figura 12d y f). Los nitritos y nitratos estuvieron casi siempre
por debajo de los limites de deteccion de la técnica (0.001 mg/L NO, y 0.1
mg/L NO3), sin embargo, se observé un incremento a lo largo del eje Las

Juntas - Chapinero - Presa- rio Cubillos (anexo B).

Fésforo. El fosforo total y los fosfatos disminuyeron progresivamente hacia
los ultimos muestreos, aunque se registré un aumento en el fosforo soluble
en el periodo marzo-abril (figura 13a y d). Los promedios mas altos en el

embalse se registraron en el rio Cubillos con valores similares para las otras
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estaciones analizadas (figura 13c y e).

En el perfil vertical se encontraron

mayores concentraciones en el fondo para los fosfatos y menores valores de

fésforo total en la zona media de la columna de agua (figura 13c y f).
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Figura 12. Concentraciones de nitrogeno total (a - ¢) y amonio (d - €) en el embalse del Neusa.
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Figura 14. Densidad de bacterias en el embalse del Neusa. Se muestran valores promedio a.

Variacién espacial y temporal de la densidad bacteriana

La abundancia promedio en bacterias.ml" para todo el periodo de estudio
varié entre 7.56 x10°y 4.62 x10°, con una media general de 2.10 x10°. En el
rio Cubillos el promedio fue de 1.48 x10° con valores minimos y maximos de

5.1 x10°y 3.22 x10° bacterias.ml™ respectivamente (anexo C).
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/
/

FONDO
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por sitio de muestreo. b. De acuerdo a la época de muestreo. c. De acuerdo a la escala vertical.

Espacialmente se observo una tendencia general hacia un descenso de la
densidad de bacterias a lo largo del eje Juntas — Chapinero - Presa — rio
Cubillos (figura 14a). En la escala temporal los cambios mas notorios se
detectaron durante los periodos comprendidos entre julio-agosto y diciembre-
febrero, cuando se registraron las mayores y menores abundancias
bacterianas respectivamente (figura 14b). En el perfil vertical, se encontro
que la densidad bacteriana disminuyo ligeramente con la profundidad (figura
14c). La comparacion multiple no paramétrica mostré que las diferencias
espaciales y temporales en la abundancia bacteriana fueron significativas

(Kruskal-Wallis p(estaciones) < 0.05; p(muestreos) < 0.05).

En promedio, las mayores abundancias se registraron en el sitio denominado
Las Juntas (3.36 x10° bacterias.ml”); los valores de densidad en esta

estacion siempre fueron estadisticamente diferentes al de las otras zonas
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estudiadas (Kolmogorov - Smirnov p < 0.05) (anexo D). Las estaciones
cuatro y cinco, que hacen parte del estrato superficial, la siguieron en
abundancia con 2.19 x10°y 2.0 x10° bacterias.ml™ respectivamente, mientras
que la seis y la siete, que corresponden a la zona media y profunda de la
columna de agua, alcanzaron los valores mas bajos en el embalse con 1.61

x10° y 1.8 x10° bacterias.ml™ (anexo E).

Vale la pena resaltar que la tendencia descrita anteriormente se cumplié en
la mayoria de muestreos, excepto en aquellos del periodo seco cuando el
nivel del embalse fue maximo. En este periodo, se observd un
estancamiento del agua en el rio Cubillos caracterizado por un aumento en la
abundancia bacteriana que superé la densidad de las otras estaciones
superficiales (figura 15). La abundancia de bacterias en esta estacion, al
igual que en la de Las Juntas, siempre fue significativamente diferente del
resto del embalse (Kolmogorov - Smirnov p <0.05) (anexo D y E).

Durante la época de muestreo, se detectaron en el embalse, tres picos
maximos y dos minimos de abundancia (figura 16; anexo F). Los valores
registrados en los meses de julio, diciembre y abril fueron significativamente
diferentes de los obtenidos en los otros muestreos (Kolmogorov - Smirnov p
< 0.05) (anexo D).
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Figura 15. Densidad promedio por muestreo de bacterias en los diferentes sitios del
embalse del Neusa.
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Figura 16. Densidad promedio de bacterias de acuerdo a los meses de muestreo en el
embalse del Neusa.

Morfometria celular bacteriana

La tendencia general mostré escasa diversidad en morfologia y tamafo, con
un predominio de células pequenas y redondas (figura 17). Los tamanos
celulares oscilaron entre 0.001 um®y 5.56 um®; en la mayoria de los casos el

rango comprendido entre 0.001 — 0.041 um? representd mas del 50%.

Segun Psenner y Sommaruga (1992), el analisis de la relacion
redondez:biovolumen permite determinar la diversidad morfolégica de las
bacterias en un cuerpo de agua. Los datos encontrados en el embalse
mostraron una mayor proporcion de formas alargadas y grandes entre julio y
noviembre, mientras que a partir de diciembre hubo un mayor predominio de
células redondas (figura 17; anexo G). Durante el periodo de estudio, el
porcentaje de células en el rango de 0.001 — 0.041 um® cambio desde 54%
en julio-agosto hasta 64% en marzo-abril; esta variacion fue coherente con
un descenso (8% a 5%) en el porcentaje de células con biovolumen mayor a
0.521 um?® (figura 18a).

No se observd un patrén similar en una escala espacial. No obstante, se
encontré una menor dispersion en las graficas de redondez:biovolumen en

Las Juntas, el fondo y el rio, o que indica un mayor predominio de ceélulas
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redondas y pequenas en estos sitios (anexo H); solo se encontraron 5% de
células con un tamafio de mas de 0.521 um? (figura 18b).
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Figura 17. Graficos de dispersion en escala logaritmica que muestran la relacion
biovolumen:redondez bacteriana de acuerdo a la época de muestreo en el embalse del
Neusa. a. Julio-agosto. b. Septiembre-noviembre. c. Diciembre-febrero. d. Marzo-abril.

@ JUL-AGO. 04 O LITORAL

m SUPERFICIAL
m SEP-NOV. 04
OINTERMEDIA

o DIC.04-FEB.05 0 PROFUNDA

m MAR-ABR. 05 OR. CUBILLOS

RANGO

BIOVOLUMEN (2m°) Blovofﬁlu‘éz( -
m

a.

b.

Figura 18. Distribucion de frecuencias relativas de biovolumen en el embalse del Neusa. a. De
acuerdo a la época de muestreo. b. De acuerdo a los sitios de muestreo. Litoral: Las Juntas.
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En promedio, el volumen celular para el embalse fue 0.080 um® con rangos
entre 0.0280 um®y 0.198 um®. En el rio Cubillos se encontraron valores de
0.0699 um?® con minimos y maximos de 0.045 y 0.131 um?® respectivamente

(anexo 1).

Los mayores valores de volumen celular se registraron en Chapinero y la
Presa, en las zonas superficiales, y los menores en Las Juntas y el rio
Cubillos (figura 19a); este patron espacial se presentd en la mayoria de los
muestreos (anexo |). Entre julio y noviembre se observaron los datos mas
altos para esta variable, particularmente en los meses de mayor
precipitacion, con un descenso paulatino a partir de diciembre (figura 19b).
El analisis del perfil vertical mostr6 un descenso del biovolumen con la

profundidad (figura 19c).

_m

BIOVOLUMEN PROMEDIO

BIOVOLUMEN PROMEDIO

Figura 19. Valores promedio de biovolumen bacteriano en el embalse del Neusa: a. De
acuerdo al sitio de muestreo. b. De acuerdo a la época de muestreo. c. De acuerdo a la
escala vertical.

Abundancia de protozoos

Comparacion de las dos técnicas utilizadas para el recuento de
nanoplancton heterétrofo

Con el método de epifluorescencia los recuentos de nanoplancton heterétrofo
fueron en promedio 1.74 x10° células.ml” y variaron entre 5.99 x10' y

_m3
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6.06x10° células.ml™. Con la técnica de la camara de sedimentacion el valor
promedio fue ligeramente mayor, 2.12 x10° células.ml” con una variacién
entre 2.87 x10"y 2.17 x10* células.ml”". La abundancia encontrada durante el
periodo de estudio mostré por ambos métodos una tendencia temporal y
espacial similar, excepto por un pico en el séptimo muestreo, mejor
detectado por el recuento con epifluorescencia (figura 20a y b; anexos J, K,
L, M, N, O y P). Aunque se observaron diferencias entre los recuentos con
las dos técnicas, estas no fueron estadisticamente significativas (Wilcoxon
p(0.729) > 0.05). Adicionalmente, los conteos obtenidos con ambos métodos

se correlacionaron positivamente (Spearman = 0.59, p < 0.01).
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Figura 20. Densidades promedio de nanoplancton heterétrofo obtenido con las técnicas de
epifluorescencia y de la cdmara de sedimentacion. a. Densidades encontradas para cada sitio

de muestreo. b. Densidades segun los meses de muestreo.

De acuerdo a lo mencionado en la seccion de metodologia, se utilizaron
filtros con diferente tamafno de poro para comparar los conteos obtenidos con
epifluorescencia. Se debe recordar que este ejercicio solo se realizé con las
muestras del séptimo muestreo. La abundancia promedio, en células.ml™, fue
de 2.51 x10° cuando se usaron filtros de 2.0 um y de 2.17 x10° con filtros de
0.8 um (anexos J). Los resultados mostraron iguales tendencias, sin
embargo la abundancia obtenida con los filtros con 2.0 um de diametro de
poro fue ligeramente superior que la encontrada con los de 0.8 um; estas
diferencias no fueron estadisticamente significativas (Wilcoxon p(0.686) >
0.01). Probablemente los resultados reflejan una mayor sensibilidad
relacionada con el mayor volumen de muestra que se puede filtrar cuando se

aumenta el tamano del diametro de poro.
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Para analizar la variacion temporal y espacial del nanoplancton heterotrofo
en el embalse del Neusa se utilizaron los datos obtenidos con el método de

las camaras de sedimentacion con microscopio invertido.

Variacion espacial y temporal de la densidad de nanoplancton

heterétrofo

SITIO

10 Células.mi’

N W A~ O O

a. b.

Figura 21. Densidad de nanoplancton heterétrofo obtenida por recuento en camara de
sedimentacion. a. La figura muestra los datos promedio obtenidos en cada sitio de muestreo.
b. Se muestran solo los datos de las estaciones superficiales.

Se encontraron mayores abundancias en Chapinero y menores en el rio
Cubillos (figura 21), asi como disminucion con la profundidad (figura 22a).
Las mayores densidades se registraron entre septiembre y noviembre, que
corresponden al periodo de mayor precipitacion, con un pico maximo en
septiembre, y las menores entre diciembre-abril (figura 22b). Esta tendencia
temporal fue mas acentuada en las estaciones superficiales (anexos Ky L).
En la Presa (profundidades intermedia y fondo), se encontraron también
valores altos en los dos primeros muestreos, sin embargo las densidades
fueron bajas durante todo el estudio. En el rio, los recuentos fueron bajos y
no variaron mucho entre el primer y quinto muestreos; a partir del sexto se
observo, al igual que con las abundancias bacterianas, un incremento

progresivo hasta el noveno muestreo (anexos Ky M).
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Figura 22. Densidad de nanoplancton heter6trofo obtenida con el método de camaras de
sedimentacion en el embalse del Neusa. a. Se muestran los valores promedios en una
escala vertical. b. Se muestra la abundancia promedio de acuerdo a la época de muestreo.

Relacion abundancia bacteriana vs abundancia protozoos

El estudio del comportamiento de la densidad de las comunidades, tanto en
los sitios como en las épocas de muestreo, indicd que las variables estan
relacionadas. Este vinculo parecié ser mas fuerte en los primeros meses de

trabajo y en la zonas litoral y limnética superficial (figura 23b; anexos Q y R).

La regresion lineal obtenida entre todos los datos mostré que el
nanoplancton heterétrofo explicd en un 27% (R?= 0.2755) la variacion de las
densidades del bacterioplancton. El analisis de la grafica de dispersion
permitié observar que esta tendencia tiene una marcada influencia espacial,
aquellos sitios con mayores densidades bacterianas usualmente presentaron

abundancias de nanoplancton heterétrofo mas altas (figura 23).

Con el analisis de correlacion no paramétrica, la relacién entre bacterias y
nanoplancton fue positiva y significativa cuando se agruparon todos los
datos. No obstante, un analisis detallado permiti6 establecer cambios
espaciales y temporales en esta relacion (tabla 2). Aunque en la mayoria de
los casos, se encontrd esa correlacion positiva, en Las Juntas fue negativa
durante todo el estudio. Entre julio y noviembre, con los datos de la zona

limnética superficial, se encontraron también correlaciones negativas que
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fueron particularmente importantes entre septiembre y noviembre cuando se

encontraron las mayores abundancias de nanoplancton y bacterias en esta

zona (tabla 2).
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Figura 23. Densidad promedio de bacterias y de nanoplancton heterétrofo en el embalse del

Neusa. a.

dispersion de acuerdo a zonas de muestreo.

Tabla 2. Correlaciones entre los recuentos de bacterias y nanoplancton heterotrofo de
acuerdo a los sitios de muestreo, las épocas de muestreo en todos los sitios, la escala
vertical y en la zona superficial por época de muestreo.

Coeficiente Correlacion

Spearman

Todas las estaciones y muestreos 0.376**

Las Juntas -0.419*

- Chapinero 0.573**

Sitios de muestreo La Igresa 0.361**

Rio Cubillos 0.690**

Meses julio-agosto y marzo-abril 0.514**

Epocas de Muestreo Meses septiembre-noviembre 0.414**

Meses diciembre-febrero 0.463**

Superficial 0.407**

Escala vertical Profundidad intermedia 0.431**
Fondo 0.334

Meses julio-agosto y marzo-abril 0.437*

. i Meses julio-noviembre -0.630**

Superficie — época de . . -
muestreo Meses septiembre-noviembre -0.741

Meses diciembre-febrero 0.585*
Meses diciembre-abril 0.082

* : Significante a un nivel de 0.05.
**: Significante a un nivel de 0.01.

De acuerdo a los periodos de muestreo. b. Grafico de dispersion. c. Grafico de

47



Cociente bacterias-protozoos (CBP)

El promedio total del CBP en el embalse del Neusa fue de 2545:1 con un
valor minimo en 87:1 y maximo en 12.328:1. En el rio Cubillos la relacion
varié entre 1403:1 y 20947:1 con un promedio en 2739:1. Segun Fenchel
(1986) este parametro en muchos de los ecosistemas acuaticos se acerca a
1000:1 (figura 24).

Espacialmente se observaron los mayores CBP en el rio y en Las Juntas y
los menores en las estaciones limnéticas superficiales. Ademas, se encontrd
una tendencia al incremento de este cociente con la profundidad (figura 25a),

con algunas excepciones entre diciembre y abril (anexo S).
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Figura 24. Grafico de dispersion con los datos de los cocientes de las densidades bacterianas y
del nanoplancton heterétrofo en el embalse del Neusa y en el rio Cubillos de acuerdo a los
sitios de muestreo. Las lineas coloreadas en azul, rojo y verde representan relaciones
encontradas en la literatura. La linea roja o relacion 1000:1, es la generalidad para los sistemas
acuaticos propuesta por varios autores.

La variacion temporal del CBP promedio en el embalse revelé un aumento
progresivo a partir del segundo muestreo hasta el noveno, cuando alcanza el

maximo valor (figura 25b). En el rio Cubillos, en el tercer y quinto muestreo
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CBP

se encontraron valores extremos del CBP (24533:1 y 20947:1

respectivamente), (anexo R).
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Figura 25. Cocientes Bacterias-Protozoos (CBP) promedio en el embalse del Neusa. a. De
acuerdo a la estacion de muestreo. b. De acuerdo a los meses de muestreo.



DISCUSION

Comparacion de las técnicas utilizadas para el recuento de
nanoplancton heterétrofo

Los mayores problemas de los métodos para el recuento del nanoplancton
en muestras naturales estan relacionados con la dificultad para detectar el
bajo numero de células presente en la muestra y la diferenciacion de
microorganismos autoétrofos de heterotrofos (Caron, 1983). Por ello, en este
trabajo se utilizaron dos métodos de recuento, ampliamente usados en la
literatura, en los cuales un volumen de agua es concentrado ya sea por

sedimentacién o por filtracion.

Los valores de densidad encontrados en este trabajo con ambas
metodologias, mostraron algunas variaciones numéricas pero no hubo
diferencias estadisticamente significativas entre los dos métodos. Los
mayores recuentos obtenidos con las camaras de sedimentacion,
particularmente en la zona superficial podrian deberse a una sobrestimacion
con este método o una subestimaciéon con el método de epifluorescencia;
llamé la atencidn que este comportamiento no se presentara en las
estaciones Las Juntas, intermedia, fondo y en el rio Cubillos. Lo anterior
indica que las diferencias encontradas podrian deberse a la composicion
taxondmica de la comunidad del nanoplancton en las estaciones
superficiales. Teniendo en cuenta que estas estaciones siempre mostraron
las mayores abundancias de protistos, tanto autotrofos como heterotrofos, es
posible que en el recuento se incluyeran morfotipos autétrofos flagelados
fagotroficos dominantes en esta comunidad, como criptoficeas y crisoficeas,
sesgando hacia valores altos los recuentos de heter6trofos con camaras de
sedimentacion (Caron, 1983).
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No obstante, es ampliamente reconocido el papel de los microorganismos
mixotrofos en la bacteriovoria, especialmente en ecosistemas oligotroficos
donde la ausencia de nutrientes puede inducirlos a la fagotrofia (Domaison et
al., 2003; Jezbera et al., 2003; Christaki et al., 1999; Stoecker, 1999).
Teniendo en cuenta que organismos de los grupos mencionados arriba son
caracteristicamente mixotrofos y que son contados como autotrofos con la
técnica de epifluorescencia, los menores valores obtenidos con esta
metodologia podrian subestimar el efecto de las poblaciones mixétrofas en el

control del bacterioplancton.

Ademas, otra posible fuente de subestimacibn en la técnica de
epifluorescencia es el tamafo de poro de los filtros utilizados. Aunque en la
literatura se describen filtros de 0.8 ym y de 2.0 ym, los mas usados son los
primeros porque permiten contar las fracciones del plancton con tamanos
entre 2 y 20 ym, sin que haya pérdida durante la filtracion. Sin embargo, las
experiencias previas con esta metodologia mostraron que este tamafno de
poro reduce sustancialmente el volumen de muestra filtrada cuando las
aguas tienen particulas en suspension, disminuyendo la reproducibilidad de
la técnica e incluso haciendo imposible el conteo (Lopez, 2002). En este
caso, se utilizaron filtros de 2.0 ym de tamafio de poro y no se encontraron
diferencias significativas cuando se compararon con las abundancias
obtenidas con filtros de 0.8 um. No obstante, se debe ser cuidadoso en la
interpretacion de los resultados ya que esta comparacion solo se realizé en
un periodo del estudio, debido principalmente a los costos que implica esta

metodologia.

Por otra parte, el coeficiente de variacion promedio para las réplicas con el
meétodo de sedimentacion fue de 21% y para el de epifluorescencia de 19%,
lo que indica que la precision de ambas técnicas fue muy similar (anexo T).
La observaciéon anterior podria resultar extrafia teniendo en cuenta que para
el recuento con epifluorescencia con naranja de acridina se utilizan dos
filtros, uno para los autétrofos y otro para el recuento total, lo que aumentaria

el error debido al conteo porque se suman los errores independientes de
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cada filtro (Caron, 1983); no obstante, hay que tener en cuenta que los
recuentos con microscopia de epifluorescencia tienen menos datos.
Adicionalmente, los cambios espaciales y temporales de la abundancia
también mostraron diferencias hasta de un orden de magnitud lo que implica
que cualquiera de las dos técnicas, a pesar del error de recuento, puede
detectar los cambios en las abundancias de las comunidades heterotroficas
del nanoplancton.

Abundancia del bacterioplancton y el nanoplancton heterétrofo

Los resultados del recuento total de bacterias se encontraron dentro de los
rangos registrados previamente para este sistema (Canosa, 2003; Canosa y
Pinilla, 1999). Las densidades fueron similares a otros valores reportados
para ecosistemas meso y oligotréficos (Vaqué et al., 2002; Wille et al., 1999;
Christaki et al., 1999; Thouvenot et al., 1999), lo cual confirma las
apreciaciones de varios autores sobre la poca variacion de las abundancias
bacterianas a pesar que las condiciones fisicas, geograficas, y ambientales
cambien (Cole et al., 1993; Pace y Cole, 1994).

En el caso del nanoplancton heterotrofo, aunque el rango de variacion fue
bastante amplio, se encontré una abundancia promedio bastante cercana a
la reportada para otros sistemas con caracteristicas similares. Es posible que
la escala de muestreo tenga una incidencia importante sobre los cambios de
las abundancias de heterétrofos en estos resultados. Mientras que en este
trabajo se exploraron cambios verticales y horizontales durante diez meses,
en otros estudios se realizaron pocos muestreos en menor numero de sitios
(tabla 3); ademas, hay que resaltar que esto no es concluyente ya que no se
cuentan con datos de abundancia en otros estudios para sistemas acuaticos
tropicales. No hay que descartar que factores tales como mecanismos de
resistencia (fisicos y quimicos) de las bacterias a la depredacion, la
presencia de depredadores del nanozooplancton en la columna de agua y

cambios espaciales de algunos parametros ambientales, no evaluados en
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este trabajo, podrian haber contribuido a las variaciones encontradas (Kisand
y Noges, 2004; Jurgens y Gude, 1994).

Tabla 3. \1/alores promedio, minimos y maximos de recuentos de nanoplancton heterétrofo
(células.ml™’) reportados en sistemas acuaticos marinos y continentales. Los valores de este
trabajo se muestran en las dos ultimas filas.

Abundancia de nanozooplancton

- — - Lugar Escala de muestreo Autor
Promedio| Minimo Maximo
3 2 3 | Mar de Weddell (Antartica) Un muestreo, variacion Vaqué et al.
18x107 | 3.0x10° | 56x10 Oligotréfico vertical (0-150m cada 10m).|  (2002)*
2 2 3 Lago Annecy (Francia) - | Dos veces por mes durante] Domaison et a
7:5x10% | 29x107 | 1.1x10 Oligotrofico siete meses (0 -10m). (2003)**
2 2 3 Mar Egeo - Varias estaciones y Christaki et al
9-3x10% | 2.5x107 | 1.5x10 Oligotrofico muestreos (0-10m). (1999)**
3 ) ) Vineyard Sound
1.8x10 Oligotréfico
2.4 x10° . . Head of Buzzards Bay Un muestreo Caron (1983)
Oligotréfico
2 5510° ) ) Woods Hole Harbor
) Oligotréfico
12 x10° | 3.0 x10? | 45 x10° | Bahia Masan -Eutréfico | Cuatro muestreos (0 -10m) C(gg'ogt)fi"
Reservorio inundado
7 x102 - - epilimnion 1m (Francia)
Oligo-mesotrofico Muestreo semanal (1 - 7m)| Thouvenot, et
Reservorio inundado por cinco meses al (1999)**
4 x10? - - metalimnion 7m (Francia)
Oligo-mesotrofico
2 2 3 Lago Gossenkdllesee Verano de 1996 y 97 varias| Wille et al.
6.5x10 23x10 28x10 (Austria) - Oligotréfico profundidades (1-8m) (1999)**
*2.41x10° | 1.07 x10" | 2.52 x10* Embalse del Neusa Muest |
2.42x10° | 3.56 x10" | 6.06 x10° Oligo-mesotroéfico duragteessrgi‘; ;“;gzgas on | Esto trabaio
5.41x10° | 2.46 x10" [ 1.69 x10° Rio Cubillos ocho estaciones )
*9.87x10” | 5.99 x10" | 1.63 x10° Oligotrofico :

Los datos sin asterisco fueron obtenidos con epifluorescencia y naranja de acridina, *: datos obtenidos con camaras
de sedimentacion, **: con epifluorescencia y DAPI

Los valores minimos de protozoos se hallaron en la zona profunda, mientras

gue los maximos se encontraron en la superficie de la zona limnética

especialmente en el mes de septiembre. Este ultimo valor podria mostrar

problemas relacionados con limitaciones en la metodologia empleada, ya que

en ese mes, se registraron las mayores densidades del fitoplancton asi como
(Canosa y Nino, 2005);
sedimentaciéon no permite diferenciar autétrofos y heterdtrofos, lo que

de clorofila a

la técnica con camaras de

claramente pudo incidir en una sobre-estimaciéon de la abundancia de las

poblaciones asi medidas.
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Aunque no se puede desconocer el posible efecto de la metodologia sobre
las abundancias encontradas, los datos obtenidos con la técnica de
epifluorescencia mostraron los mismos picos maximos y minimos ya
mencionados (anexo P), aunque con valores menos extremos. De acuerdo a
lo anterior, los cambios en la abundancia son una respuesta de la comunidad
nanoplanctonica a factores del entorno mas que a limitaciones

metodoldgicas.

Relacién de la abundancia bacteriana y las variables ambientales

El desarrollo de las comunidades microbianas en el agua puede verse
afectado por diversos factores abioticos y bidticos. Dentro de los primeros,
los nutrientes, la temperatura, el oxigeno y los cambios en los niveles de la
columna del agua suelen explicar la variacion de las abundancias del

bacterioplancton en diferentes sistemas (Kisand y Noges, 2004).

Los datos encontrados en este trabajo, parecen indicar que los cambios en
la abundancia del bacterioplancton en el embalse del Neusa podrian ser
explicados por la disponibilidad de los nutrientes. Lo anterior parece estar
soportado no solo por el predominio de células pequefias encontradas a lo
largo del estudio, sino por las mayores densidades halladas de manera
consistente en Las Juntas y en la zona limnética superficial. En Las Juntas,
ademas de la produccién del fitoplancton, buena parte de los sustratos
organicos necesarios para el desarrollo de la comunidad bacteriana podrian
provenir de la descomposicion de la necromasa macrofitica, que domina esta
zona del embalse (Carrillo y Guarin, 2000). Esta suposicion es coherente
con los mayores valores de demanda biologica de oxigeno (DBOs)
detectados en este sector del embalse (Canosa y Nifio, 2005).

Los sustratos organicos, entonces, podrian ser un elemento de control
importante para el desarrollo de la comunidad bacteriana en este sistema. De

acuerdo con los datos de clorofila a, obtenidos en el proyecto general que
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enmarcOd este trabajo de tesis, se encontraron mayores nutrientes
inorganicos y biomasa fitoplanctonica durante los primeros 5 meses, con un
pico maximo de clorofila a en el mes de septiembre que decayo
progresivamente como consecuencia del aumento en la precipitacion y los
caudales (CAR, 2005); este comportamiento coincidi® con mayores
abundancias de bacterias en este periodo asi como con un aumento
inesperado de la abundancia de bacterias desde agosto hasta noviembre. Es
posible que la muerte de células del fitoplancton liberara COD que podria
haber estimulado mas las tasas de crecimiento bacteriano, manteniendo una
alta densidad a pesar del efecto de las lluvias sobre el fitoplancton. Asi
mismo, la disponibilidad de sustratos organicos aportados por el fitoplancton
podria explicar la mayor concentracion de bacterias en las capas
superficiales, que corresponden a la zona de mayor actividad fotosintética en
los sistemas lacustres (Valencia et al., 2003). Este patron de aumento del
bacterioplancton con los aportes organicos del fitoplancton, también se
observo en el rio Cubillos cuando este se represé (por aumento de las
precipitaciones y el nivel del embalse). Las anteriores observaciones fueron
reforzadas por las correlaciones encontradas entre bacterioplancton vy
fitoplancton durante este trabajo, Spearman= 0.53, p < 0.01 (Canosa y Nifio,
2005).

Por otra parte, los cambios morfolégicos celulares pueden verse como una
adaptacion para solventar la limitacion por nutrientes, incrementando la
superficie celular con respecto a su volumen para obtener mayor cantidad de
nutrientes y gastar menos energia en el transporte de estos hacia el interior
de la célula (Posh et al.,, 2001; Jurgens y Gude, 1994). En este trabajo se
encontrdé un dominio de células pequefias en todo el muestreo, sin embargo,
en los primeros meses de muestreo se observd una mayor diversidad
morfoldgica, especialmente en la zona limnética, lo que apoya la idea de una
mayor disponibilidad de nutrientes para la biosintesis en este periodo.

Asi como los nutrientes, otras variables fisico-quimicas podrian contribuir al

entendimiento de los cambios en la abundancia de las comunidades
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microbianas. La disminucién de la abundancia del nanoplancton con la
profundidad, podria tener relacién con el descenso en la temperatura y la
disponibilidad del oxigeno. Altas temperaturas en la superficie podrian
explicar mayores abundancias que en el fondo, debido a su efecto positivo
sobre las tasas de crecimiento (Vaque et al., 1994; Iriberri et al., 1993;
Sanders et al., 1989; Sherr et al., 1988). Sin embargo, es posible que esta
variable no haya sido relevante en la distribucion del numero de
microorganismos en la columna de agua, ya que las diferencias de
temperatura entre la superficie y el fondo en el embalse del Neusa fueron
pequefas (3°- 5°C), comparadas con las de los ecosistemas acuaticos de las
regiones templadas, con una marcada estratificacion estacional (Soli¢ et al.,
2001). Ademas, no se detectd una respuesta temporal de la abundancia de
estas comunidades microbianas al aumento de temperatura hacia el final del

estudio.

La variacion en el nivel de saturacion de oxigeno en las aguas del embalse,
podria ser mas importante como descriptor de este cambio, ya que la
disponibilidad de oxigeno es limitante para el crecimiento de la mayoria de
protozoos, y una buena parte de bacterias (Pedros-Alio et al., 2000;
Weinbauer y Hofle, 1998; Massana y Pedros-Alio, 1994; Miracle et al., 1992).
En este estudio las zonas profundas se caracterizaron por ser hipoxicas,
debido a la baja produccion de oxigeno por parte de los organismos
fotoautotrofos y al agotamiento de esta molécula para oxidar la materia
organica alli presente. El nanozooplancton fue probablemente mas
susceptible a la disminucién de oxigeno con la profundidad, debido a su
mayor dependencia. Las bacterias, por otro lado, poseen una mayor
diversidad metabodlica que les permite sobrevivir en diferentes ambientes,
obteniendo energia a partir de otras fuentes alternativas y utilizando
aceptores de electrones diferentes del oxigeno (Madigan et al., 1999). Lo
anterior podria explicar la menor variacion de las bacterias en el perfil vertical

con respecto a los protozoos.
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Relaciones entre las densidades de bacterias y nanoplancton
heterétrofo

Varios estudios muestran que el control por depredacion es una de las
principales fuerzas que puede afectar la abundancia y moldear la estructura
del bacterioplancton (Bloem et al., 1988; Sherr et al., 1983).

Las relaciones significativas encontradas entre las abundancias de bacterias
y nanoplancton heterétrofo en esta investigacion muestran la dependencia
entre ambas comunidades. A pesar que la Dbacteriovoria afecta
negativamente la densidad del bacterioplancton, por lo que se esperarian
correlaciones negativas entre la abundancia de ambas comunidades, en este
trabajo se encontraron correlaciones positivas en la mayoria de los casos.
Este comportamiento, sugiere que el aumento de la presa estimuld el
crecimiento del depredador o podria deberse a que parte de la biomasa
bacteriana ingerida por pastoreadores fuese posteriormente liberada como
formas organicas solubles lo que pudo estimular el crecimiento bacteriano y
mantener altas densidades a pesar de la remocién de un elevado numero de
células (Bloem et al., 1988; Gude, 1985). Debe tenerse en cuenta entonces,
qgue el efecto de la depredacion sobre la abundancia depende no solo de la
velocidad con que el depredador consume sino también de la tasa de

crecimiento de la presa.

Es posible que las relaciones positivas reflejen el comportamiento espacial
de las variables; en todos los casos, Las Juntas y la zona limnética
superficial, mostraron las mayores abundancias de bacterias y altos valores
para el nanozooplancton. El predominio de esta tendencia espacial no
implica que los protozoos no estén controlando la abundancia de las
bacterias, sino que los cambios generados por esta interaccién pueden estar
enmascarados por el aparente efecto espacial de los nutrientes organicos e
inorganicos sobre el bacterioplancton.
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Lucas et al. (1987) y Fenchel (1982), reportaron que las tasas de pastoreo y
remocion del bacterioplancton dependen en gran parte de las densidades de
depredadores y presas, asi como de su probabilidad de encuentro. Por lo
tanto, seria de esperar que las relaciones mas fuertes entre estas
comunidades se presentaran cuando sus abundancias fueran mayores. En
este trabajo, esta situacién se presentd en las Juntas y en menor proporcion
en la zona limnética superficial en donde ademas se encontraron relaciones
negativas que coincidieron con un comportamiento similar al de oscilaciones
acopladas entre la abundancia de bacterias y nanozooplancton. Siguiendo
los modelos depredador-presa estas oscilaciones podrian presentarse
cuando el pastoreo es un factor importante de control del bacterioplancton
(Lampert y Sommer, 1997). De acuerdo a Sanders et al. (1992), las
relaciones negativas entre las abundancias del depredador vy la presa
resultan de variaciones en las tasas de pastoreo y produccién bacteriana
hasta que se alcanza un equilibrio entre ambas. Aunque en este estudio no
se estimaron tasas de pastoreo y produccion del bacterioplancton, podria
sugerirse que altas concentraciones de bacterias en Las Juntas y la zona
limnética superficial se deban a una mayor produccion de células bacterianas
por unidad de tiempo. Si esta tasa supera a la tasa de bacteriovoria,
entonces la comunidad bacteriana tiende a aumentar. Sin embargo, cuando
una mayor tasa de remocion de células supera a la de produccion bacteriana,
como consecuencia de un aumento en la densidad de nanoplancton

heterétrofo, la abundancia bacteriana desciende.

Este comportamiento observado es consistente con los resultados de Soli¢ et
al. (2001), Berninger et al. (1991) y Sanders et al. (1992), que sugieren que el
control por depredacion de las bacterias es mas importante en ambientes con
menor limitacién nutricional que en aquellos donde los recursos son escasos.
Este concepto fue ilustrado por Sanders et al. (1992) a través de su
propuesta de la capacidad de carga del sistema. Podria inferirse que en Las
Juntas y la zona limnética superficial, la capacidad de carga del sistema fue
mayor a la de otras zonas del embalse, debido a la mayor concentracion de

nutrientes organicos e inorganicos y por lo tanto podrian haber sostenido
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mayores abundancias de bacterias y nanoplancton heterotrofo. En estas
situaciones, la bacteriovoria mantiene a las bacterias muy por debajo de la
capacidad de carga del sistema, mientras que cuando los nutrientes son
escasos este proceso apenas es efectivo debido a la baja probabilidad de
encuentro entre el depredador y la presa (Fenchel, 1982). Bajo estas
condiciones, los protozoos podrian remover un gran numero de células
cuando la comunidad bacteriana alcanza sus mayores abundancias,
favoreciendo la proliferacion de organismos del nanoplancton. Cuando el
efecto del pastoreo se vuelve suficientemente fuerte, debido al aumento de
los depredadores, las abundancias bacterianas descienden
considerablemente. Este descenso en las abundancias limita a las
poblaciones del nanoplancton heterétrofo, que también disminuye en su
densidad. Probablemente, como las bacterias estan muy por debajo de la
capacidad de carga y por lo tanto tienen nutrientes disponibles para su
desarrollo, entonces podrian crecer rapidamente generando las oscilaciones

anteriormente descritas.

Las oscilaciones entre las abundancias de ambas comunidades fueron
consistentes a lo largo de todo el periodo de muestreo en Las Juntas y en la
zona superficial limnética, en los primeros cinco meses de muestreo.
Adicionalmente, en las aguas de estos sitios y en esos periodos de muestreo,
ademas de presumir un mayor aporte de material organico proveniente por la
presencia de las macrofitas litorales o del fitoplancton, se observaron
mayores contenidos de nitrégeno y fosforo. No es muy usual encontrar este
tipo de comportamiento oscilante en las comunidades naturales (Colinvaux,
1991), debido a la influencia de otros factores como la presencia de refugios
ecologicos frente a la depredacion, la presion selectiva sobre los heterotrofos
del nanoplancton y la influencia de variables ambientales, entre otros, sin
embargo este comportamiento fue repetitivo en estas zonas. Es posible que
esto tenga que ver con que los mecanismos de autorregulacién por parte de
la comunidad del nanoplancton heterétrofo no sean muy fuertes, generando
poblaciones depredadoras altamente efectivas, lo que favoreceria la

intensidad de las fluctuaciones observadas (Rosenzweig y MacArthur, 1963).
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Para reforzar esta propuesta, vale la pena analizar el comportamiento
independiente de las abundancias de bacterias y protozoos después del
quinto mes de trabajo. Durante este periodo, las abundancias de
nanozooplancton disminuyeron fuertemente y variaron poco a pesar de los
cambios en las abundancias del bacterioplancton. Es posible que las
comunidades del microplancton y del metazooplancton de la zona limnética
hayan afectado mas las abundancias del nanoplancton en este periodo
(Jurgens y Gude, 1994). Esto podria relacionarse con la aparicion de
cladéceros en las muestras de nanozooplancton en los muestreos de
diciembre y enero asi como un aumento en la proporcidn de ciliados
oligotricos a partir de este ultimo; los resultados sugeririan un aumento en la
complejidad de las interacciones tréficas hacia final del periodo de muestreo
que podria enmascarar las relaciones entre bacterias y protozoos (Jurgens y
Gude, 1994). Una comprobacion de cuanto se exporta la materia organica
del bucle microbiano al siguiente eslabdn en las cadenas troficas acuaticas
no fue objeto de este trabajo, sin embargo, se ha descrito ampliamente el
efecto de las comunidades de protozoos sobre el bacterioplancton (Almeida
et al., 2001; Fuhrman y Noble, 1995; Sherr et al., 1992; Sanders et al., 1992),
gquedando asi planteada la necesidad de su valoracion en este ecosistema

colombiano.

Los valores de CBP encontrados en la zona litoral y los estratos superficiales
son otro argumento a favor de las variaciones en las interacciones de las
comunidades bacterianas en un mismo sistema. Hay que ser muy cuidadoso
con la interpretacion de los datos obtenidos, ya que ellos no son un indicador
de la existencia de interacciones entre las densidades de bacterias y
protozoos, sino de la importancia relativa que podrian tener estas
interacciones en donde se encontraron relaciones significativas (Sanders et
al., 1992).

La estacion de las Juntas y la zona limnética superficial mostraron diferentes
CBP, mayores a 1000:1 en la primera y levemente menores en la segunda.

Generalmente, cocientes menores al 1000:1 han sido observados en
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sistemas oligotréficos mientras que mayores a 1000:1 son propios de
sistemas meso a eutréficos, donde se soportan mayores biomasas.
Adicionalmente, mayores CBP encontrados en este trabajo pueden ser
consecuencia del efecto en cascada trofica por una mayor predaciéon sobre
nanozooplancton debido al microzooplancton (Sanders et al. 1992). Esto
podria explicar los altos cocientes encontrados en la zona limnética
superficial después del muestreo seis y en la zona litoral, sin embargo no se

cuenta con evidencia mas fuerte para sustentar estas observaciones.

Como ya se menciond, los resultados mostraron predominio de bacterias
muy pequefas y de forma redondeada quizas como una respuesta a la baja
cantidad de nutrientes en el embalse. Sin embargo, no debe desconocerse el
impacto que el pastoreo selectivo tiene sobre la composicion de tamafos de
la comunidad bacteriana. Algunos estudios han identificado que el
nanozooplancton, tiene preferencia por presas relativamente grandes con
tamafios entre 0.3 y 0.6 um?®, lo cual lleva a modificar la estructura de tallas
hacia un predominio de formas mas pequefias y menos alargadas resistentes
al pastoreo (Simek et al., 1997; Pernthaler et al., 1997; Jirgens y Giide,
1994; Simek y Chrzanowski, 1992). Fenchel (1982) y Lucas et al. (1987),
encontraron que la probabilidad de que las presas grandes sean capturadas
en encuentros directos es superior que con presas de menor tamafo. De
esta forma las bacterias con biovolumen menor a 0,1 ym® podrian estar
protegidas del pastoreo de nanozooplancton debido a su pequefo tamafo
(Gonzalez et al., 1990).

Nuevamente en Las Juntas, sitio en el que aparentemente se presenta la
menor limitacidén por nutrientes organicos e inorganicos, se esperaria que las
bacterias hubieran alcanzado mayores tamafos debido a un incremento en la
sintesis de material celular. Sin embargo, los resultados mostraron mayor
frecuencia de células con un pequefo volumen celular comparado con otras
estaciones donde la abundancia de protozoos fue menor y los nutrientes mas
escasos; esto apoyaria la hipotesis de un control por depredacién de las
bacterias en esta zona del embalse.
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En este trabajo se encontraron fuertes evidencias que demuestran que el
nanoplancton heterotrofo podria estar controlando la abundancia de la
comunidad bacteriana en el embalse del Neusa; no obstante, este control
varia tanto en una escala espacial como temporal. Esta variacion parece
depender de la disponibilidad de sustratos organicos e inorganicos para la
produccion bacteriana en este sistema, que en definitiva puede modificar la
intensidad de la interaccién entre nanoplancton y bacterioplancton en la
columna de agua. Los resultados de este trabajo sugieren que podria estar
ocurriendo una transferencia importante de materia desde la biomasa del
bacterioplancton hacia otros niveles tréficos en el microzooplancton vy
metazooplancton. Ademas, la aparente dependencia del bacterioplancton
por nutrientes organicos indica que es posible que exista un acople entre la
produccion primaria limnética y litoral del sistema, lo que implicaria que la
cantidad de material transferido a través de la bacteriovoria puede depender
de la dinamica espacial y temporal de fitoplancton y macrofitas en el embalse
del Neusa. Aunque en este trabajo se vislumbra la relacién existente entre
bacterias y protozoos y su importancia en la transferencia de materia, es
necesario profundizar en el estudio de la magnitud de la bacteriovoria y de

las relaciones causales de las interacciones entre dichas comunidades.

62



CONCLUSIONES

Los valores de densidad del bacterioplancton en el embalse del Neusa se
encontraron dentro de los rangos reportados para sistemas acuaticos oligo
y mesotroficos.

Las densidades promedio de nanoplancton heterétrofo fueron similares a
las encontradas en otros estudios. Sin embargo, mostraron mayor
variacion probablemente debido a la escala espacial y temporal del

muestreo utilizado.

A pesar de las limitaciones inherentes a las metodologias para el recuento
de nanoplancton heteroétrofo, tanto el uso de camaras de sedimentacion
como el recuento por epifluorescencia mostraron los mismos patrones de
variacion espacial y temporal, lo que indica que las dos metodologias son

utiles en la evaluacion de la abundancia de esta comunidad.

Las abundancias del bacterioplancton y nanoplancton heterotrofo en el
embalse del Neusa presentaron correlaciones significativas. Sin embargo la
intensidad de esta interaccion varié espacial y temporalmente; los cambios
en la intensidad de esta relacion podria tener que ver con las fluctuaciones

en la disponibilidad de nutrientes organicos e inorganicos en el embalse.

Los nutrientes parecieron estar mejor relacionados temporal vy
espacialmente con la densidad bacteriana que los otros factores fisico-
quimicos. Aparentemente el oxigeno puede tener implicaciones importantes
en la distribucidn vertical de la abundancia de los heterotrofos
nanoflagelados en la columna de agua. Pareceria que el funcionamiento
hidraulico e hidrico del embalse, no afecta directamente a las comunidades
estudiadas. No obstante, factores como la dilucion y la entrada de

particulas en suspensién podrian haber influido a la comunidad del
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fitoplancton, generando un efecto positivo indirecto en la abundancia del

bacterioplancton en los periodos de mayor precipitaciéon y caudal.

En general el volumen celular de las bacterias se encontr6é dentro de los
rangos reportados para otros cuerpos de agua oligotroficos. Sin embargo,
se hallé un predominio de pequenos tamafnos, posiblemente como una
respuesta a la limitacion por nutrientes. En Las Juntas, este
comportamiento pudo ser consecuencia ademas, del fuerte pastoreo

selectivo del nanoplancton sobre las bacterias.
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RECOMENDACIONES

Para tener una técnica de recuento de nanoplancton heterétrofo mas
sensible, seria recomendable utilizar un fluorocromo como la primulina.
Segun Caron (1983), este compuesto permite una mejor diferenciacion de
las estructuras celulares, utilizando un unico filtro, puesto que tiene una
mayor especificidad por los lipidos de las membranas celulares y ademas
no enmascara la autofluorescencia de la clorofila. Lo anterior reduciria la

variacion introducida con el uso de naranja de acridina.

La implementacién de técnicas como la hibridacion in situ con sondas
fluorescentes (FISH), podria ofrecer informacion acerca de la contribucion
de poblaciones bacterianas en la abundancia total y a la distribucion de

tamanos de la comunidad.

Este estudio podria complementarse con la medicion de tasas de
productividad bacteriana y tasas de depredacion y remocion por parte del
nanozooplancton, con el fin de cuantificar la transferencia de energia a
través de la bacteriovoria y su contribucion a la productividad general del

sistema.
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ANEXO A

EL PROCEDIMIENTO GENERAL DEL CUAL SE HABLO EN EL MARCO TEORICO
FUE ORGANIZADO EN UNA RUTINA DE TRABAJO SEMIAUTOMATICA
COPIA DEL QUIP

ALGORITMOS PARA CONTRUCCION DE LA MASCARA
PRIMERA ALTERNATIVA

* Identificacién de regiones maximas blancas.

» Sustraccién de constantes o capas de pixeles a la imagen original.

* Autocontraste para una mayor definicion de los objetos con el fondo.

» Extraccién de detalles blancos del fondo oscuro.

* Produccion de un gradiente morfolégico de la imagen.

* Produccion de una imagen soélida con una distribucion igual de los niveles de
gris para incrementar el contraste de los objetos con el fondo.

* Continuas sustracciones y adiciones de pixeles a la imagen original de
imagenes modificadas.

* Arreglos a la imagen resultante con erosion (contraccion de la imagen
moviendo los limites hacia adentro de una manera uniforme), seguida de una
dilatacion (expansion de la imagen moviendo los limites hacia fuera) para
limpiar la imagen de pequefios objetos oscuros; y una secuencia dilatacidon
de seguida de una erosién para remover pequefos objetos brillantes.

* Expansion del contraste de las areas brillantes

SEGUNDA ALTERNATIVA iméagenes brillantes sobre fondo claro

El proceso alternativo para la construccion de la mascara, difiri6 del anterior
puesto que involucré menor cantidad y algunos diferentes algoritmos. Debido a
la gran cantidad de fluorescencia de fondo, estos algoritmos tienden a disminuir
el tamafo y delimitar mejor las células por la falta de contraste entre el objeto y
el fondo. Los procedimientos para esta mascara son los siguientes:

* Identificacién de regiones minimas blancas.

* Sucesivas sustraccion de constantes o pixeles a la imagen original que
produce una imagen mas oscura.

* Delineacion morfolégica para mejorar la definicion de los bordes ajustando
cada pixel a los valores locales maximos y minimos sobre una regién

* Arreglos a la imagen resultante: se realizé una secuencia de erosion seguida
de una dilatacién para limpiar la imagen de pequefios objetos oscuros; y una
secuencia dilataciéon de seguida de una erosion para remover pequefios objetos
brillantes.

* Autocontraste, para obtener una mayor definicion de los objetos con el fondo.

Una vez se obtuvo la mascara, se efectué una deteccién para implantar la semilla o
punto de inicio de reconstruccion de las células. En este paso se aseguro incluir
todas las formas bacterianas, sin importar que se detecte el fondo. La deteccion se
llevo a cabo desde un nivel de gris de 219 a 255 pixeles. A la imagen resultante se
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le realizdé una fuerte erosion que disminuye hasta cinco veces los objetos muy
grandes y deja las muy pequefias. Luego se ejecutd una serie de arreglos con
secuencias de erosiones seguidas de dilataciones y viceversa, con el fin de remover
la imagen de pequefios objetos oscuros y de pequefios objetos brillantes.

A continuacion se presenta la programacion del quip desarrollado con todos los
pasos y algoritmos usados en el Sotware Leica Qwin:

Iniciar

PauseText ( "Si quieres capturar una imagen dale 1, si quieres abrir una imagen
archivada dale 0." )
Input ( FUENTE)
If (FUENTE=1)
Chain ( C:\QPCMC\QUIPS\Pruebas04\THE ONE\captura.Q5R ) Else
Chain ( C:\QPCMC\QUIPS\Pruebas04\THE ONE\abrir.Q5R ) Endif

Captura

PauseText ( "Asegurate de ajustar el "brightness" adecuado, debe ser el mismo
para todas las imagenes (32.17-32.19). Enfoca la imagen......y captura!")

Image Setup [PAUSE] ( Camera 0, Upper 100.00, Lower 32.19, Lamp 0.00 )
Acquire average ( Number of cycles: 6, image Image0 )

PauseText ( "Dale un nombre a la imagen recien capturada y ubicala en la carpeta
que le corresponde." )

Write image [PAUSE] ( from Image0 into file C:\QPCMC\IMAGES\Bacterioplancton
Marino, export calibration )

Chain ( C:\QPCMC\QUIPS\Pruebas04\THE ONE\Theone.qg5r )

Abrir

PauseText ( "Selecciona la imagen que quieras procesar." )

Read image [PAUSE] ( from file C:\QPCMC\IMAGES\Bacterioplancton Marino into
ImageO, import calibration )

Chain ( C:\QPCMC\QUIPS\Pruebas04\THE ONE\Theone.q5r)

Mascara para células con buen contraste (The one)

Grey Transform ( Maxima from ImageO to Image1, depth 218, operator Octagon )
Grey Transform ( WTopHat from Image1 to Image2, cycles 2, operator Octagon )
Grey Arithmetic (C = A-B: ClImage3, A Image1, B Image2 )

Grey Transform ( Gradient from Image3 to Image4, cycles 1, operator Octagon )
Grey LUT ( Histo EQ from Image0 to Image5 )

Grey Arithmetic (C = A-B: ClImage1, A Image5, B Image0 )

Grey Arithmetic (C = A-B: ClImage2, A Image0, B Image1 )

Grey Arithmetic (C = A+B: ClImage3, A Image2, B Image2 )

Grey Arithmetic (C = A+B: CImage5, A Image3, B Image4 )

Grey Amend ( Open from Image5 to Image1, operator Octagon, cycles 1)

Grey Amend ( Close from Image1 to Image2, operator Octagon, cycles 1)
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Grey Transform ( Maxima from Image2 to Image3, depth 218, operator Octagon )
Grey LUT ( AutoContrast from Image3 to Image5 )
Grey Transform ( WTopHat from Image4 to Image4, cycles 2, operator Octagon )
Grey LUT ( Sq root from Image4 to Image3 )
Grey Arithmetic (C = A-B: ClImage1, A Image5, B Image3 )
Grey Arithmetic (C = A+B: ClImage2, A Image1, B Image1)
PauseText ( "Esta deteccion servira como mascara y debe ser muy precisa,
evitando incluir el halo. Dale Ok aunque estes inconforme..." )
Detect [PAUSE] ( from grey level 255 to 255, from Image2 into Binary0 delineated
)
PauseText ( "Sila deteccion fue exitosa escribe 1, de lo contrario 0.")
Input ( MASCARA)
If (MASCARA=1)

Chain ( C:\QPCMC\QUIPS\Pruebas04\THE ONE\Bin.q5r ) Else

Chain ( C:\QPCMC\QUIPS\Pruebas04\THE ONE\Brillantes2.Q5R ) Endif

Mascara para fondo brillante

Grey Transform ( Minima from ImageO to Image1, depth 255, operator Octagon )
Grey Arithmetic (C = A-B: ClImage2, A Image0, B Image1 )
Grey Transform ( Minima from Image2 to Image3, depth 255, operator Octagon )
Grey Arithmetic (C = A-B: CImage4, A Image2, B Image3 )
Grey Transform ( Delineate from Image4 to Image5, cycles 1, operator Octagon )
Grey Amend ( Open from Image5 to Image2, operator Octagon, cycles 2 )
Grey LUT ( AutoContrast from Image2 to Image3 )
Grey Amend ( Close from Image3 to Image4, operator Octagon, cycles 10 )
PauseText ( "Esta deteccion servira como mascara y debe ser muy precisa." )
Detect [PAUSE] ( from grey level 255 to 255, from Image4 into Binary0 delineated
)
PauseText ( "Siestas conforme con la deteccién dale 1, si no dale 0....el campo no
sirve, intentalo denuevo." )
Input ( MASKARA)
If (MASKARA=1)

Chain ( C:\QPCMC\QUIPS\Pruebas04\THE ONE\Bin.q5r ) Else

Grey Util ( Clear All)

Chain ( C:\QPCMC\QUIPS\Pruebas04\THE ONE\Iniciar.Q5R ) Endif

Imagen binaria

Display (Image0 (on), frames (on,on), planes (off,off,2,off,off,off), lut 5, x 0,y 0, z 1,
Reduction off )

PauseText ( "Incluye en la deteccion todas las formas bacterianas, sin que mucho
importe el fondo." )

Detect [PAUSE] ( from grey level 219 to 255, from Image0 into Binary2 delineated
)

Binary Segment ( Ult Erode from Binary2 to Binary3, stepsize 5, max cycles 0,
operator Octagon )

Binary Amend ( Open from Binary3 to Binary4, cycles 1, operator Octagon, edge
erode on)

Binary Amend ( Close from Binary4 to Binary5, cycles 1, operator Octagon, edge
erode on)
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Binary Amend ( Open from Binary5 to Binary2, cycles 1, operator Octagon, edge
erode on)

Binary Amend ( Close from Binary2 to Binary5, cycles 1, operator Octagon, edge
erode on)

Binary Amend ( Erode from Binary5 to Binary2, cycles 1, operator Octagon, edge
erode on)

Chain ( C:\QPCMC\QUIPS\Pruebas04\THE ONE\edibin.Q5R )

Ediciéon binaria y medicion

Display ( ImageO (on), frames (on,on), planes (off,off,2,off,off,off), lut 5, x 0,y 0, z 1,
Reduction off )
PauseText ( "Rechaza las interferencias o aspectos brillantes en las zonas
corregidas y de ser necesario une los largos filamentos que hayan sido
segmentados." )
Binary Edit [PAUSE] ( Reject from Binary2 to Binary3, nib Rect, width 1)
Binary Segment ( GdsSkiz from Binary0 to Binary3, operator Octagon )
PauseText ( "Confirma la deteccidny........ a medir!")
Binary Edit [PAUSE] ( Line from Binary3 to Binary4, nib Rect, width 1)
Feature Accept :
Area from 3.024999984e-002 to 100.0004501
Measure feature ( plane Binary4, 64 ferets, minimum area: 10, grey image:
Image0)
Selected parameters: Area, X FCP, Y FCP, Length, Breadth, Roundness,
AspectRatio, FullRatio, UserDef3
Feature Expression ( UserDef3 ( all features ), title biovolumen =
(0.7854*PBREADTH(FTR)*PBREADTH(FTR))*(PLENGTH(FTR)-
(0.333333333333*PBREADTH(FTR))) )
Display Feature Results (x 16,y 631, w 1036, h 194 )
Label Feature ( Number)
PauseText ( "Dale 1 si el proceso se realizé satisfactoriamente, si no dale 0." )
Input (LISTO)
If (LISTO=1)
Goto GRABAR Else
Goto REPETIR Endif
GRABAR:
Binary to Grey ( Copy Binary4 to bit 7 of Image1 )
PauseText ( "Dale nombre a la imagen sobre la cual se realizaron las mediciones"
)
Write image [PAUSE] ( from Image1 into file C:\QPCMC\IMAGES\Bacterioplancton
Marino, export calibration )
Grey Util ( Clear All')
PauseText ( "Dale 1 si quieres seguir capturando, si quieres abrir una imagen dale
0.")
Input ( SERONOSER)
If (SERONOSER=1)
Chain ( C:\QPCMC\QUIPS\Pruebas04\THE ONE\captura.Q5R ) Else
Chain ( C:\QPCMC\QUIPS\Pruebas04\THE ONE\abrir.Q5R ) Endif
REPETIR:
Chain ( C:\QPCMC\QUIPS\Pruebas04\THE ONE\repetir.Q5R )

Repetir



PauseText ( "Dale 1 si el problema se soluciona en edicién binaria, si no dale 0." )
Input ( PROBLEMA )
If (PROBLEMA=1)

Chain ( C:\QPCMC\QUIPS\Pruebas04\THE ONE\edibin.Q5R ) Else

Grey Util ( Clear All')

Chain ( C:\QPCMC\QUIPS\Pruebas04\THE ONE\Iniciar.Q5R ) Endif
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ANEXO B

GRAFICAS DE CONCENTRACIONES PROMEDIO DE NITRITOS (NO,) Y NITRATOS
(NO;) POR PERIODO Y SECTOR DE MUESTREO Y ESTRATO DE LA COLUMNA DE

AGUA.
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Graficas de concentraciones promedio de nitritos (a, ¢ y e) y nitratos (b, d y f), agrupados
por periodo (a y b) y sector (¢ y d) de muestreo y estrato de la columna de agua (e y f).



ANEXO C
DENSIDADES MAXIMAS, MiINIMAS Y PROMEDIO DE BACTERIOPLANCTON EN CADA PUNTO DE MUESTREO DURANTE EL PERIODO DE

ESTUDIO
Variables /
Estacion | Muestreos 1 2 3 5 6 7 8 9 10 Total

1 Maximo 5,79e+06 2,63E+06 3,65E+06 4,31E+06 4,37E+06 3,34E+06 4,48E+06 4,48E+06 1,78E+06 | 5,79E+06
Minimo 2,95E+06 1,90E+06 2,35E+06 3,39E+06 3,30E+06 2,57E+06 3,45E+06 3,45E+06 1,14E+06 | 1,14E+06
Promedio 4 62E+06 2,34E+06 3,02E+06 3,82E+06 3,84E+06 2,99E+06 4,03E+06 4,03E+06 1,52E+06 | 3,36E+06
2 Maximo 4,32E+06 1,70E+06 1,88E+06 2,72E+06 1,40E+06 2,07E+06 1,89E+06 1,54E+06 1,44E+06 | 4,32E+06
Minimo 2,68E+06 1,56E+06 1,78E+06 2,09E+06 1,16E+06 1,63E+06 1,82E+06 1,12E+06 1,16E+06 | 1,12E+06
Promedio 3,37E+06 1,62E+06 1,82E+06 2,35E+06 1,27E+06 1,92E+06 1,86E+06 1,38E+06 1,32E+06 | 1,88E+06
3 Maximo 291E+06 2,38E+06 2,51E+06 1,99E+06 1,35E+06 2,04E+06 1,89E+06 1,85E+06 1,56E+06 | 2,91E+06
Minimo 2,52E+06 2,02E+06 1,65E+06 1,79E+06 9,90E+05 1,93E+06 1,40E+06 1,29E+06 9,69E+05 | 9,69E+05
Promedio 2,73E+06 2,20E+06 2,13E+06 1,92E+06 1,11E+06 1,97E+06 1,65E+06 1,52E+06 1,34E+06 | 1,85E+06
4 Maximo 4,14E+06 2,04E+06 1,56E+06 3,75E+06 2,26E+06 1,81E+06 1,55E+06 4,61E+06 1,48E+06 | 4,61E+06
Minimo 2,43E+06 1,70E+06 1,28E+06 2,61E+06 1,52E+06 1,55E+06 1,25E+06 2,95E+06 1,23E+06 | 1,23E+06
Promedio 3,12E+06 1,83E+06 1,43E+06 3,27E+06 1,89E+06 1,65E+06 1,40E+06 3,73E+06 1,38E+06 | 2,19E+06
5 Maximo 3,07E+06 2,92E+06 1,93E+06 2,50E+06 9,05E+05 2,33E+06 1,97E+06 2,36E+06 1,65E+06 | 3,07E+06
Minimo 2,56E+06 2,46E+06 1,56E+06 2,29E+06 7,33E+05 1,86E+06 1,17E+06 2,24E+06 1,13E+06 | 7,33E+05
Promedio 2,87E+06 2,74E+06 1,79E+06 241E+06 7,95E+05 2,03E+06 1,65E+06 2,30E+06 1,47E+06 | 2,00E+06
6 Maximo 3,24E+06 1,60E+06 1,61E+06 2,50E+06 1,05E+06 1,40E+06 1,06E+06 2,89E+06 8,57E+05 | 3,24E+06
Minimo 2,00E+06 1,48E+06 1,45E+06 1,65E+06 8,68E+05 1,37E+06 7,92E+05 2,39E+06 6,11E+05 | 6,11E+05
Promedio 2,66E+06 1,54E+06 155E+06 2,17E+06 9,42E+05 1,38E+06 9,27E+05 2,60E+06 7,56E+05 | 1,62E+06
7 Maximo 2,63E+06 - 2,93E+06 1,65E+06 1,14E+06 1,82E+06 2,19E+06 2,83E+06 1,70E+06 | 2,93E+06
Minimo 2,63E+06 - 2,35E+06 1,26E+06 6,70E+05 1,07E+06 1,77E+06 1,72E+06 1,37E+06 | 6,70E+05
Promedio 2,63E+06 - 2,66E+06 1,48E+06 8,63E+05 1,49E+06 2,00E+06 2,11E+06 1,58E+06 | 1,78E+06
8 Maximo 5,62E+05 9,20E+05 1,17E+06 6,31E+05 2,09E+06 2,93E+06 3,36E+06 1,86E+06 7,07E+05 | 3,36E+06
Minimo 4,37E+05 7,77E+05 5,63E+05 5,63E+05 1,93E+06 2,68E+06 3,14E+06 1,72E+06 5,41E+05 | 4,37E+05
Promedio 5,11E+05 8,54E+05 8,85E+05 6,01E+05 2,02E+06 2,84E+06 3,22E+06 1,77E+06 6,25E+05 | 1,48E+06
Maximo 5,79E+06 2,92E+06 3,65E+06 4,31E+06 4,37E+06 3,34E+06 4,48E+06 4,61E+06 1,78E+06 | 5,79E+06
Total Minimo 2,00E+06 1,48E+06 1,28E+06 1,26E+06 6,70E+05 1,07E+06 7,92E+05 1,12E+06 6,11E+05 | 4,37E+05
Promedio 3,14E+06 2,04E+06 2,06E+06 2,49E+06 1,53E+06 1,92E+06 1,93E+06 2,52E+06 1,34E+06 | 2,10E+06




ANEXO D

ANALISIS ESTADISTICOS PARA LAS DENSIDADES PROMEDIO DE
BACTERIOPLANCTON ENTRE ESTACIONES Y MUESTREOS

Diferencias significativas entre densidades promedios de estaciones segun la
prueba de Kolmogorov - Smirnov para dos muestras independientes.

Estaciones 1 2 3 4 5 6 7 8
1
2 *
3 = .
4 = - .
5 = - - .
6 = * - * *
7 = - - - - .
8 = = = = = * *

- : No hay diferencia significativa.
* : Diferencia significativa a un nivel de significancia de 0.1.
**: Diferencia significativa a un nivel de significancia de 0.05.

Diferencias significativas entre densidades promedios de muestreos segun la
prueba de Kolmogorov - Smirnov para dos muestras independientes.
Muestreos 1 2 3 5 6 7 8 9 10

1

2 *k

3 *k _

5 *k _ _

6 *k *k *k *k

7 *k _ _ _ *k

8 *k _ _ _ * _

9 *k _ _ _ *k _ _

1 0 *k *k *k *k _ *k *k *k

- : No hay diferencia significativa.
* : Diferencia significativa a un nivel de significancia de 0.1.
**: Diferencia significativa a un nivel de significancia de 0.05.



ANEXO E.

VARIACION ESPACIAL DE LA DENSIDAD PROMEDIO BACTERIOPLANCTON EN CADA

MUESTREO
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Promedio general por puntos de muestreo.
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ANEXO F

VARIACION TEMPORAL DE LA DENSIDAD PROMEDIO BACTERIOPLANCTON EN
CADA PUNTO DE MUESTREO

106 Bacterias/ml

106 Bacterias/ml

106 Bacterias/ml

Variacion temporal de la densidad promedio bacterioplancton en cada punto de muestreo. a.
Las Juntas. b. Chapinero superficial. c. Chapinero intermedia. d. Chapinero fondo. e. Presa
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ANEXO G

VARIACION TEMPORAL DE LA RELACION BIOVOLUMEN:REDONDEZ DEL
BACTERIOPLANCTON EN CADA PUNTO DE MUESTREO
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Variacion temporal de la relacion biovolumen:redondez del bacterioplancton. a. Julio b. Agosto. c.
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Ln (Redondez)

ANEXOH

VARIACION ESPACIAL DE LA RELACION BIOVOLUMEN:REDONDEZ DEL
BACTERIOPLANCTON EN CADA MUESTREO
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ANEXO |
VALORES MAXIMOS, MiNIMOS Y PROMEDIO DE VOLUMEN CELULAR BACTERIANO PROMEDIO (um®) EN CADA PUNTO DE MUESTREO
DURANTE EL PERIODO DE ESTUDIO

Variable /
Estacion Muestreo 1 2 3 5 6 7 8 9 10 Total
1 Maximo 0,1064 0,0865 0,0651 0,0784 0,0691 0,0574 0,0805 0,0293 0,0454 0,1064
Minimo 0,0775 0,0387 0,0500 0,0456 0,0509 0,0370 0,0253 0,0268 0,0357 0,0253
Promedio 0,0962 0,0578 0,0580 0,0581 0,0629 0,0457 0,0577 0,0280 0,0391 0,0560
2 Maximo 0,0653 0,0972 0,1434 0,1622 0,0979 0,0922 0,0555 0,0667 0,0829 0,1622
Minimo 0,0395 0,0671 0,0622 0,1034 0,0695 0,0476 0,0445 0,0350 0,0716 0,0350
Promedio 0,0521 0,0838 0,1138 0,1275 0,0815 0,0682 0,0499 0,0553 0,0756 0,0786
3 Maximo 0,1116 0,1395 0,0870 0,2214 0,0926 0,1273 0,0776 0,0821 0,0724 0,2214
Minimo 0,1038 0,1343 0,0717 0,0931 0,0480 0,1105 0,0648 0,0499 0,0520 0,0480
Promedio 0,1080 0,1361 0,0786 0,1434 0,0717 0,1197 0,0712 0,0657 0,0593 0,0958
4 Maximo 0,0828 0,1303 0,1011 0,1480 0,0660 0,1110 0,0838 0,0690 0,0870 0,1480
Minimo 0,0556 0,0867 0,0634 0,0977 0,0519 0,0764 0,0594 0,0558 0,0477 0,0477
Promedio 0,0675 0,1112 0,0798 0,1234 0,0571 0,0930 0,0705 0,0643 0,0678 0,0816
5 Maximo 0,1195 0,1126 0,0805 0,1912 0,1185 0,1283 0,0645 0,0685 0,0740 0,1912
Minimo 0,0442 0,0705 0,0685 0,1067 0,0710 0,0998 0,0612 0,0454 0,0680 0,0442
Promedio 0,0841 0,0924 0,0760 0,1450 0,0962 0,1129 0,0633 0,0573 0,0706 0,0886
6 Maximo 0,0688 0,0651 0,0776 0,1387 0,0870 0,1252 0,0584 0,0786 0,0615 0,1387
Minimo 0,0474 0,0516 0,0401 0,1196 0,0481 0,1162 0,0569 0,0580 0,0483 0,0401
Promedio 0,0564 0,0583 0,0532 0,1261 0,0726 0,1195 0,0578 0,0662 0,0527 0,0742
7 Maximo 0,1980 - 0,0716 0,0802 0,1086 0,1437 0,0551 0,0819 0,0920 0,1980
Minimo 0,1980 - 0,0367 0,0716 0,0416 0,0713 0,0526 0,0598 0,0745 0,0367
Promedio 0,1980 - 0,0524 0,0768 0,0646 0,1064 0,0534 0,0677 0,0814 0,0776
8 Maximo 0,1384 0,0709 0,0653 0,0908 0,0882 0,0919 0,0550 0,0532 0,0782 0,1384
Minimo 0,1161 0,0511 0,0505 0,0612 0,0522 0,0804 0,0424 0,0351 0,0418 0,0351
Promedio 0,1306 0,0595 0,0564 0,0733 0,0679 0,0857 0,0466 0,0449 0,0640 0,0699
Maximo 0,1980 0,1395 0,1434 0,2214 0,1185 0,1437 0,0838 0,0821 0,0920 0,2214
Total Minimo 0,0395 0,0387 0,0367 0,0456 0,0416 0,0370 0,0253 0,0268 0,0357 0,0253
Promedio 0,0946 0,0900 0,0731 0,1143 0,0724 0,0951 0,0605 0,0578 0,0638 0,0802




ANEXO J

DENSIDADES MAXIMAS, MiINIMAS Y PROMEDIO DE NANOPLANCTON HETEROTROFO POR EL METODO DE RECUENTO CON MICROSCOPIA

DE EPIFLUORESCENCIA EN CADA PUNTO DE MUESTREO DURANTE EL PERIODO DE ESTUDIO

Variable /
Estacion Muestreo 1 3 6 7 7* 10 Total

1 Maximo 1,43E+03 2,14E+03 1,06E+02 2,30E+03 6,18E+02 1,30E+03 2,30E+03
Minimo 1,43E+03 2,14E+03 1,06E+02 2,30E+03 6,18E+02 1,30E+03 1,06E+02
Promedio 1,43E+03 2,14E+03 1,06E+02 2,30E+03 6,18E+02 1,30E+03 1,46E+03

2 Maximo 1,18E+03 6,06E+03 2,38E+02 4,08E+03 4,10E+03 8,37E+02 6,06E+03
Minimo 1,18E+03 6,06E+03 2,38E+02 4,08E+03 4,10E+03 8,37E+02 2,38E+02
Promedio 1,18E+03 6,06E+03 2,38E+02 4,08E+03 4,10E+03 8,37E+02 2,48E+03

5 Maximo 1,75E+03 3,49E+03 1,69E+03 4,15E+03 2,66E+03 8,75E+02 4,15E+03
Minimo 1,75E+03 3,49E+03 1,23E+03 3,52E+03 1,83E+03 8,75E+02 8,75E+02
Promedio 1,75E+03 3,49E+03 1,40E+03 3,75E+03 2,29E+03 8,75E+02 2,39E+03

6 Maximo 2,30E+03 1,76E+03 5,71E+02 2,51E+03 3,38E+03 1,20E+03 2,51E+03
Minimo 2,30E+03 1,76E+03 3,56E+01 1,96E+03 2,28E+03 1,20E+03 3,56E+01
Promedio 2,30E+03 1,76 E+03 2,97E+02 2,21E+03 2,69E+03 1,20E+03 1,42E+03

7 Maximo 4,60E+03 1,19E+03 1,90E+03 1,50E+03 2,51E+03 5,27E+02 4,60E+03
Minimo 4,60E+03 1,19E+03 5,08E+02 7,17TE+02 8,04E+02 5,27E+02 5,08E+02
Promedio 4,60E+03 1,19E+03 1,30E+03 1,11E+03 1,42E+03 5,27E+02 1,51E+03

8 Maximo 1,63E+03 5,99E+01 1,43E+03 - - 8,26E+02 1,63E+03
Minimo 1,63E+03 5,99E+01 1,43E+03 - - 8,26E+02 5,99E+01
Promedio 1,63E+03 5,99E+01 1,43E+03 - - 8,26E+02 9,87E+02

Maximo 4,60E+03 6,06E+03 1,90E+03 4,15E+03 4,10E+03 1,30E+03 6,06E+03

Total Minimo 1,18E+03 5,99E+01 3,56E+01 7,17E+02 6,18E+02 5,27E+02 3,56E+01
Promedio 2,15E+03 2,45E+03 8,96E+02 2,51E+03 2,17E+03 9,27E+02 1,74E+03

* . Comparacion con filtros de diametro de poro de 0.8 um.
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ANEXO K

DENSIDADES MAXIMAS, MINIMAS Y PROMEDIO DE NANOPLANCTON HETEROTROFO POR EL METODO DE RECUENTO CON CAMARA DE
SEDIMENTACION Y MICROSCOPIO INVERTIDO EN CADA PUNTO DE MUESTREO DURANTE EL PERIODO DE ESTUDIO

Variable /
Estacion Muestreo 1 2 3 5 6 7 8 9 10 Total
1 Maximo 1,62E+03 2,67E+03 2,53E+03 1,12E+03 2,74E+03 2,88E+03 1,37E+03 8,92E+02 1,69E+03 | 2,88E+03
Minimo 8,29E+02 1,69E+03 1,97E+03 1,03E+03 1,88E+03 1,29E+03 1,09E+03 8,20E+02 1,20E+03 | 8,20E+02
Promedio 1,30E+03 2,02E+03 2,17E+03 1,08E+03 2,18E+03 2,30E+03 1,24E+03 8,56E+02 1,42E+03 | 1,62E+03
2 Maximo 5,39E+03 947E+03 2,52E+04 3,60E+03 1,64E+03 2,00E+03 1,96E+03 7,47E+02 1,31E+03 | 2,52E+04
Minimo 4,29E+03 5,69E+03 1,67E+04 2,51E+03 9,42E+02 8,44E+02 1,38E+03 5,72E+02 8,72E+02 | 5,72E+02
Promedio 4,83E+03 7,91E+03 2,10E+04 3,15E+03 1,35E+03 1,61E+03 1,72E+03 6,86E+02 1,08E+03 | 4,82E+03
5 Maximo 3,82E+03 5,63E+03 2,09E+04 4,56E+03 1,38E+03 1,64E+03 1,14E+03 6,34E+02 1,69E+03 | 2,09E+04
Minimo 2,06E+03 3,62E+03 1,85E+04 3,86E+03 1,04E+03 1,52E+03 8,48E+02 4,18E+02 1,10E+03 | 4,18E+02
Promedio 3,07E+03 4,47E+03 1,99E+04 4,22E+03 1,19E+03 1,59E+03 9,73E+02 5,22E+02 1,30E+03 | 4,14E+03
6 Maximo 4,17E+03 1,94E+03 1,12E+03 6,14E+02 2,05E+02 1,23E+03 6,14E+02 5,19E+02 4,72E+02 | 4,17E+03
Minimo 1,65E+03 1,27E+03 7,36E+02 4,96E+02 1,37E+02 7,06E+02 4,52E+02 2,95E+02 3,89E+02 | 1,37E+02
Promedio 2,73E+03 1,55E+03 9,69E+02 5,50E+02 1,78E+02 9,13E+02 5,38E+02 4,16E+02 4,37E+02 | 9,20E+02
7 Maximo 1,46E+03 1,62E+03 6,87E+02 6,77E+02 3,88E+02 2,10E+02 1,91E+02 2,92E+02 2,68E+02 | 1,62E+03
Minimo 9,177E+02 1,42E+03 5,28E+02 2,62E+02 2,36E+02 1,07E+02 1,17E+02 2,40E+02 2,37E+02 | 1,07E+02
Promedio 1,18E+03 1,54E+03 5,97E+02 4,32E+02 2,90E+02 1,58E+02 1,62E+02 2,61E+02 2,54E+02 | 5,42E+02
8 Maximo 3,056E+02 2,40E+02 1,30E+02 3,69E+01 7,54E+02 1,42E+03 9,00E+02 1,69E+03 2,05E+02 | 1,69E+03
Minimo 1,76E+02 1,18E+02 3,61E+01 2,46E+01 6,03E+02 7,58E+02 6,19E+02 1,02E+03 1,28E+02 | 2,46E+01
Promedio 2,19E+02 1,69E+02 7,87E+01 2,87E+01 6,91E+02 1,15E+03 8,04E+02 1,26E+03 1,73E+02 | 5,41E+02
Maximo 5,39E+03 947E+03 252E+04 4,56E+03 2,74E+03 2,88E+03 1,96E+03 8,92E+02 1,69E+03 | 2,52E+04
Total Minimo 1,76E+02 1,18E+02 3,61E+01 246E+01 1,37E+02 1,07E+02 1,17E+02 2,40E+02 2,37E+02 | 2,46E+01
Promedio 2,62E+03 3,50E+03 8,93E+03 1,89E+03 1,04E+03 1,31E+03 9,27E+02 548E+02 8,99E+02 | 2,41E+03
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ANEXO L

VARIACION ESPACIAL DE LA DENSIDAD PROMEDIO DE NANOPLANCTON
HETEROTROFO POR EL METODO DE RECUENTO CON CAMARA DE
SEDIMENTACION Y MICROSCOPIO INVERTIDO EN CADA MUESTREO
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Variacion espacial de la densidad promedio nanoplancton heterétrofo en cada muestreo por el método
de recuento con camara de sedimentacion y microscopio invertido en cada punto de muestreo. a. Julio
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ANEXO M

VARIACION TEMPORAL DE LA DENSIDAD PROMEDIO DE NANOPLANCTON
HETEROTROFO POR EL METODO DE RECUENTO CON CAMARA DE
SEDIMENTACION Y MICROSCOPIO INVERTIDO EN CADA PUNTO DE MUESTREO
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Anexo M. Variacién temporal de la densidad promedio nanoplancton heterétrofo en cada muestreo
por el método de recuento con camara de sedimentacion y microscopio invertido en cada punto de
muestreo. a. Las Juntas. b. Chapinero superficial. c. Chapinero intermedia. d. Chapinero fondo. e.
Presa superficial. f. Presa intermedia. g. Presa fondo. h. Rio Cubillos.
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ANEXO N

VARIACION ESPACIAL DE LA DENSIDAD PROMEDIO DE NANOPLANCTON
HETEROTROFO CON EL METODO DE RECUENTO POR MICROSCOPIA DE
EPIFLUORESCENCIA EN CADA MUESTREO
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Anexo N. Variacidon espacial de la densidad promedio nanoplancton heterétrofo con el método de
recuento por microscopia de epifluorescencia en cada punto de muestreo. a. Julio b. Septiembre.
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ANEXO O

VARIACION TEMPORAL DE LA DENSIDAD PROMEDIO DE NANOPLANCTON
HETEROTROFO CON EL METODO DE RECUENTO POR MICROSCOPIA DE
EPIFLUORESCENCIA EN CADA PUNTO DE MUESTREO
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Anexo O. Variacién temporal de la densidad promedio nanoplancton heterétrofo en cada muestreo

con el método de recuento por microscopia de epifluorescencia en cada punto de muestreo. a. Las
Juntas. b. Chapinero superficial. c. Chapinero intermedia. d. Chapinero fondo. e. Presa superficial. f.
Presa intermedia. g. Presa fondo. h. Rio Cubillos.
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ANEXO P

VARIACION TEMPORAL DE LA DENSIDAD PROMEDIO DEL NANOZOOPLANCTON
OBTENIDA CON CAMARA DE SEDIMENTACION Y MICROSCOPIA DE
EPIFLUORESCENCIA EN CADA PUNTO DE MUESTREO
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Variacion espacial de la densidad promedio del nanozooplancton obtenida con camaras de
sedimentacion y microscopia de epifluorescencia en cada muestreo. a. Las Juntas. b. Chapinero
superficial. c. Presa superficial. d. Presa intermedia. e. Presa fondo. f. Rio Cubillos.
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ANEXO Q

VARIACION TEMPORAL DE LA DENSIDAD PROMEDIO BACTERIOPLANCTON Y
NANOZOOPLANCTON EN CADA PUNTO DE MUESTREO
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ANEXO R

VARIACION ESPACIAL DE LA DENSIDAD PROMEDIO BACTERIOPLANCTON Y
NANOZOOPLANCTON EN CADA MUESTREO
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Variacion espacial de la densidad promedio bacterioplancton y nanozooplancton en cada muestreo. a.

ESTACION

Julio b. Agosto. c. Septiembre. d. Noviembre. e. Diciembre. f. Enero. g. Febrero. h. Marzo. i. Abril.
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COCIENTES BACTERIA:PROTOZOO EN LAS ESTACIONES DE MUESTREO DURANTE

ANEXO S

EL PERIODO DE ESTUDIO

Cocientes Bacteria:Protozoo (CBP) en las estaciones de muestreo durante el periodo

de estudio.
Muestreo Estacion
1 2 5 6 7 8 Promedio

JULIO. 04 3558 698 934 974 2223 2334 1677
AGOSTO0.04 1160 205 613 995 - 5053 595
SEPTIEMBRE. 04 | 1392 87 90 1602 4456 24533 1525
NOVIEMBRE. 04 3554 745 570 3949 3425 20947 2449
DICIEMBRE. 04 1761 940 670 5287 2974 2929 2327
ENERO. 05 1299 1190 1275 1512 9443 2475 2944
FEBRERO. 05 3258 1079 1692 1722 12328 4010 4016
MARZO. 05 4712 2019 4406 6239 8108 1403 5097
ABRIL. 05 1073 1226 1127 1730 6234 3613 2278

Promedio 2076 390 484 1757 5466 2739 2545
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ANEXO T

COEFICIENTES DE VARIACION ENTRE REPLICAS, MUESTREOS Y PROMEDIOS DE
LOS RECUENTOS DE NANOPLANCTON HETEROTROFO CON MICROSCOPIO
INVERTIDO Y CON CAMARA DE SEDIMENTACION Y MICROSCOPIO INVERTIDO

Coeficientes de variacion entre replicas, muestreos y promedios de los recuentos de
nanoplancton heterétrofo con microscopia de epifluorescencia.

Muestreo Estaciones Variacién entre
1 2 5 | 6 [ 7 | 8 estaciones
! ) - } - - - 58,6
3 - - - - - - 85,6
6 - - 183 90,2 550 - 74,9
7 - - 93 126 353 - 47,0
7 - - 186 224 667 - 495
10 - - - - - . 30,2
Variacion entre 646 845 462 582 770 716 705
muestreos

- :no hay replicas.
*  :muestras procesadas con filtros de 0.8 um de diametro de poro.

Coeficientes de variacion entre replicas, muestreos y promedios de los recuentos de
nanoplancton heterétrofo con camara de sedimentacién y microscopio invertido.

Muestreos Estaciones Variacié.n entre
1 2 5 6 7 8 estaciones
1 319 115 297 474 229 34,0 751
2 279 250 232 226 6,6 37,5 93,7
3 14,5 20,3 6,2 21,0 13,7 60,8 128,9
5 4.2 18,2 8,3 10,7 50,2 24,7 102,6
6 225 270 146 201 292 114 75,5
7 38,0 41,2 3,8 30,3 326 302 61,9
8 114 175 156 151 24,3 20,0 58,5
9 4.2 14,4 20,8 27,2 10,7 29,0 54,7
10 174 20,2 255 9,8 6,1 23,3 70,1
Variacionentre 344 4354 1420 926 895 952 188,0

muestreos
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