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Abstract

Small reservoirs are prevalent landscape features that affect the physical, chemical, and
biological characteristics of headwater streams and land around them. We reported a four months
characterization of the artificial reservoir of Rochester School in Chia, Colombia. The site was
sampled weekly for water quality parameters (pH, dissolved oxygen, turbidity, alkalinity, total
phosphates, total nitrate with the use of protocols proposed by GLOBE and the analysis kit for
water La Motte). The most fluctuated parameters were the concentration of nitrates and dis-
solved oxygen. Procedures for cultivating and characterizing bacteria and their metabolism were
made, finding 23 isolates with both fermentative and oxidative metabolic capacities, low motili-
ty and great capacity to reduce nitrates, possibly as an adaptive measure to changes in chemical
conditions of water and nutrient availability. All of this in order to first know the properties of
the sample site and in a future evaluate whether or not it was possible to have complex animals.

Resumen

Los reservorios son cuerpos de agua caracteristicos del paisaje, que influyen en las carac-
teristicas fisicas, quimicas y bioldgicas de las corrientes de agua y la tierra que las rodea. Con
este escrito, reportamos una caracterizacion de cuatro meses del reservorio artificial del Colegio
Rochester en Chia, Colombia. Se realizdo un muestreo semanal para medir los pardmetros de ca-
lidad del agua (pH, oxigeno disuelto, turbidez, alcalinidad, fosfatos totales, nitrato total con el
uso de protocolos propuestos por GLOBE vy el kit de analisis para agua de La Motte). Los para-
metros la concentracion de nitratos y oxigeno disuelto fueron los parametros que mostraron ma-
yor fluctuacion a lo largo del tiempo. Se realizaron procedimientos para cultivar y caracterizar el
metabolismo bacteriano, encontrando 23 aislamientos con capacidades metabolicas fermentati-
vas y oxidativas, baja motilidad y gran capacidad para reducir los nitratos, posiblemente como
una medida de adaptacion a los cambios en las condiciones quimicas del agua y la disponibili-
dad de nutrientes. Todo esto con el fin de conocer primero las propiedades del sitio de muestra y,
en un futuro, evaluar si era posible la supervivencia de animales complejos en nuestro reservo-
rio.

Objetivo general

Correlacionar las variaciones en los parametros fisicoquimicos del agua en presencia de bacte-

rias cultivables que se encuentran en el reservorio del colegio.
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Objetivos especificos:

* Evaluar los pardmetros fisicoquimicos tales como: pH, concentracion de fosfatos, nitra-
tos, oxigeno disuelto, alcalinidad y turbidez mediante el uso del kit de La Motte y reco-
mendaciones del programa GLOBE.

* Aislar las bacterias cultivables presentes en el reservorio mediante siembra por agota-
miento.

* Caracterizar la morfologia y metabolismo de las bacterias aisladas mediante tincion de
Gram y pruebas bioquimicas.

Introduccion

Nuestro objetivo fue caracterizar los parametros fisicoquimicos y el metabolismo de los
microorganismos que viven en el cuerpo de agua para guiar futuros estudios a la evaluacion de
la posibilidad de tener organismos superiores, ya sean plantas o peces, que vivan alli. Las pro-
piedades analizadas fueron las siguientes: Alcalinidad, definida como la capacidad amortigua-
dora del agua o de recibir protones y resistirse a los cambios de el pH (concentracion de hidro-
geniones) que podrian hacer que el agua sea mas acida y afectar a los organismos que la habitan.
En los cuerpos de agua factores como el tipo de suelo y las particulas disueltas ya sean hidroge-
niones y/o sales afectan tanto el pH como la conductividad, estos factores lo podemos estimar a
través de la medicion de la turbidez, la cual es una medida indirecta de los s6lidos en suspen-
sion. Oxigeno disuelto, es uno de los pardmetros mas importante para la determinacion de la
calidad del agua, ya que es crucial para la supervivencia de los organismos aerdbicos y la fauna
acuatica en los cuerpos de agua, también indica si existe algiin tipo de contaminacion, determina
el tipo de microorganismos y metabolismo de los mismos (aerdbico o anaerdbico), al conocer la
concentracion de oxigeno también podemos predecir el tipo de proceso bioldgico aerdbico que
puede tener lugar para transformar los contaminantes organicos biodegradables descargados en
el agua (Ibanez, J. G, et al. 2008). Fosfatos: el fosforo es uno de los elementos requeridos por
las plantas en cantidades relativamente grandes, son esenciales debido a la alta energia que
aporta a las células por medio de fosfatos, fosfolipidos, acidos nucléicos y varias coenzimas
esenciales. Los nitratos, que son una forma inorganica de nitrogeno que juegan un papel impor-
tante en un ecosistema ya que sus propiedades sirven como nutrientes para las plantas, microor-
ganismos y otros seres vivos que se pueden encontrar en el agua. El desarrollo de estos estudios
es muy importante ya que creemos que contribuyen al desarrollo sostenible preservando una alta
biodiversidad en flora y fauna silvestre (incluso especies migratorias), ofreciendo proteccion
contra la erosion, mitigando las inundaciones, favoreciendo la recarga de agua subterranea, la
purificacion del agua y estabilizando la temperatura local y las condiciones de lluvia (Pérez-Cas-
tillo, et al. 2008). Teniendo en cuenta que nuestra escuela promueve la conservacion de la biodi-
versidad nativa, podemos decir que también es de extrema importancia en nuestro contexto esco-
lar. Una vez que la investigacion y el andlisis han sido finalizados, nuestro objetivo es poder res-
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ponder en investigaciones futuras a qué tipo de organismos son ideales para vivir en el lugar ex-
perimentado y por qué. Mas adelante, contribuir a la expansion de la vida silvestre de esta region
y la modificacion de los parametros para que los haya disponibles para su uso.

Metodologia

La siguiente Figura 1, muestra la ubicacion de nuestra escuela donde medimos los parame-
tros fisicoquimicos, esta ubicada en las afueras de Bogota, cerca del municipio de Chia con
coordenadas: Latitud 4.82, Longitud -74 con una elevacion de 2612 m. En este ambiente es
comun un clima frio con variaciones como el aumento de la temperatura en el mediodia.

Figura 1. Vista espacial de la Escuela Rochester, a) En el circulo se muestra la ubicacion del depésito en
la Escuela Rochester

Para llevar a cabo la medicion siempre tuvimos en mente nuestros objetivos de medir tanto los
parametros fisicos como los quimicos, que a su vez nos servirdn mas adelante para comprender

coémo influyeron sobre los organismos en el medio ambiente.

Se realizaron mediciones semanales de los pardmetros fisicoquimicos tales como: Concentracion
de hidrogeniones (pH), Concentracion en partes por milléon (ppm) de nitratos, fosfatos, alcalini-
dad oxigeno disuelto (OD), conductividad eléctrica y turbidez con disco Secchi. Esto segun el
protocolo propuesto por el Kit Water Quality Monitoring La Motte cddigo 5870 y el tiempo re-
comendado por The Globe Program. Se realizaron titulaciones tanto para la medicion de oxi-

geno disuelto como para la alcalinidad. Para medir OD se utilizé el método modificado de Win-
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kler y para alcalinidad se realizaron titulaciéon mediante lecturas del viraje de fenolftaleina (P) y
alcalinidad total (T) en términos de carbonato de calcio CaCOs. Los rangos de deteccion de las
titulaciones que se tuvieron en cuenta fueron de 0,2 - 10,0 ppm (intervalos de 0,2 ppm) y de 0.0
- 200 ppm respectivamente. También se realizaron 7ests colorimétricos para las mediciones de
pH, nitratos y fosfatos. para pH se tuvo en cuenta un rango entre 3 - 10; la concentracion de ni-
tratos se analiz6 por el método modificado A.P.H.A.; y finalmente se determin6 la concentracion
de fosfatos a partir de las diferentes tonalidades de azul generadas por el 4cido ascorbico en
reaccion con las diferentes concentraciones de fosfatos presentes en la muestra, tanto para nitra-

tos como para fosfatos se manejaron rangos entre 0,2 ppm - 1.0ppm (Figura 2).

Figura 2. Toma de Muestras y Analisis de parametros Fisicoquimicos

Las mediciones descritas anteriormente con su entrada de datos en las Figuras 3. son aspectos
importantes para determinar y comprender el tipo de microorganismos y organismos en general
que viven o pueden vivir en este entorno, en nuestro caso se centra especificamente en microor-
ganismos ya que estos sirven como una medida integral para entender que sustancias o elemen-
tos pueden conducir a la expansion de estos. El andlisis microbiologico se realizé teniendo en

cuenta las caracteristicas morfoldgicas macro y micro como se muestra en la Figura 4.

Para analizar los microorganismos cultivables presentes en el reservorio se tomo6 una muestra de
suelo y se dejo secar a temperatura ambiente, se tomaron 10 gramos de este suelo y se re-sus-
pendieron en 90 ml de agua de peptona estéril al 0,1%. De la resuspension se realizaron dilucio-
nes en serie de 1 ml de resuspension en 9 ml de agua de peptona hasta una dilucioén de 1x10-2! y
finalmente, se tomaron 100 ul de las ultimas cinco diluciones en una caja de Petri con agar de

conteo en placa (APC), se incubaron a 37 ° C durante 8 dias.
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Pasados los 8 dias se tomaron las diferentes colonias bacterianas crecidas y se sembraron por
agotamiento hasta observar colonias puras, obteniendo un total de 23 cepas, a cada una se le
realiz6 la tincion de Gram para identificar su morfologia microscépica y se observaron con el
estereoscopio para determinar la morfologia de la colonia (Figure 3 and 5) (Zapata, H. A. V.
2004).

Figura 3. A) Menu de ingreso de datos de GLOBE y B) Ejemplo de ingreso de datos de PH
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Figura 4. A) Morfologia macroscépica de las colonias y B) Morfologia de las bacterias
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Resultados y Discusion

Los resultados observados en este trabajo son el promedio de datos por triplicado de cada una de
las pruebas fisicoquimicas y bioquimicas. Los datos se agregaron a través de la aplicacién y a
través de la pagina web oficial de GLOBE (Figura 3). Consideramos como una fuente de error el
hecho de que algunos datos no se recopilaron (durante diciembre) debido a las vacaciones esco-
lares. En general, los datos se tomaron los viernes de todas las semanas alrededor del mediodia,
pero a veces esa hora no fue posible para los compromisos académicos.

En la caracterizacion de las bacterias cultivables del reservorio, se aislaron 23 cepas bacterianas
cuya morfologia macroscopica oscild entre las formas puntiforme, circular, irregular y filamen-
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tosa. Las elevaciones fueron convexas, umbilicadas y elevadas, en cuanto a los margenes, se en-
contraron los siguientes tipos: enteros, lobulados y filamentosos. En cuanto a la tincion de Gram,
se evidencid que la mayoria (20 de 23) eran Gram positivas y 3 Gram negativas (Figura 5).

En la Figura 6, se puede observar la lectura de las muestras bioquimicas, que se basé en la pre-
paracion de un método especifico de cultivo. Para la prueba, se utilizé un control positivo y uno
negativo, en la mayoria de los casos el cambio de color indicéd un resultado positivo y en el caso
de las muestras de motilidad, se evidencio la turbidez del medio de cultivo. Se evaluaron los re-
sultados de los aspectos del andlisis metabolico, como la reduccion de nitratos, el uso de citrato

como

Figura 5. A) Principales caracteristicas macroscopicas de las bacterias, forma, bordes y altura
y B) Tincién de Gram y morfologia celular de 23 bacterias aisladas del reservorio.

00 ¢
POO 6

Circular, entero, con-  Puntiforme, entero, umbili- Irregular, lobulado, Filamentosa, filamentosa,
Vexo cada elevado elevado

-

Cocos - Gram (+) Bacillos - Gram (+) Bacillos - Gram (-) Bacillos - Gram (+)

unica fuente de carbono, la fermentacién de azucares (glucosa, sacarosa y lactosa) y el uso de

glucosa como carbono para vias fermentativas y oxidativas, como se observa en el Grafico 1, la
mayoria de las bacterias utilizan algunas como fuentes de carbono, como lactosa, sacarosa y glu-
cosa, no solo para métodos oxidativos sino también fermentativos, lo que demuestra la versatili-
dad y capacidad de adaptacion con respecto a las fluctuaciones en la cantidad de sustratos en el
reservorio.
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Grifica 1. Resultados de las pruebas fisicoquimicas en bacterias aisladas del reservorio del Colegio
Rochester

Results of biochemical tests on bacteria isolated from
the Rochester school reservoir
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En cuanto a las muestras fisicoquimicas del agua del yacimiento observadas (grafico 1 y tabla 1)
podemos ver, por ejemplo, que la cantidad promedio de nitratos encontrados en el reservorio fue
de aproximadamente 6 ppm, siendo 10 ppm el valor mas alto y 1 ppm el mas bajo. se observo
que después de la cuarta recoleccion de datos, es decir desde mediados de diciembre, la concen-
tracion aumentd, aunque no de manera constantemente. Por lo general, este pardmetro es muy
fluctuante en los cuerpos de agua, debido a la contribucion de las diferentes formas de nitrogeno
en los cuerpos de agua, la cual en mayor parte es de tipo antropogénico, ya sea por desechos
domésticos, el uso de fertilizantes, etc. En nuestro caso, la tierra donde se construy6 la escuela
cuenta con una inclinaciéon que permite que toda el agua superficial y la lluvia lleguen al em-
balse, lo que podria arrastrar las sustancias ricas en nitrogeno, que pueden convertirse en formas
mas simples como nitratos y nitritos por efecto del metabolismo bacteriano. lo cual, colabora
con la evidencia en el andlisis del metabolismo bacteriano (Gréfico 1). Otro factor a tener en
cuenta y que hemos observado es que, con la disminuciéon de los niveles de lluvia y por ende
nivel de agua en el reservorio, estos compuestos nitrogenados tienden a aumentar en el cuerpo
de agua (Grafico 2) (Pacheco Avila, et Al. 2002). Las altas concentraciones de nitratos crean un
ambiente carente de oxigeno, las concentraciones superiores a 0,9 ppm tienden a estimular el
crecimiento de algas marinas e indican eutrofizacion, valores superiores a 20 ppm indican una
alta tasa de contaminacion en el cuerpo de agua. (Pérez-Castillo, et al., 2008), (Pefia, O.S et al.,
20006).
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Grifica 2. Resultados de los Parametros Fisicoquimicos en ppm

Parametros Fisico-Quimicos
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El oxigeno disuelto como los nitratos se considera una indicacion de contaminacién por materia
organica debido a las descargas residuales, ya sean domésticas o industriales, en los cuerpos de
agua. Las bajas concentraciones de oxigeno disuelto se pueden localizar donde la materia
organica se descompone, lo que significa que las bacterias usan el oxigeno para descomponer los
desechos, también son bajas en agua tibia de movimiento lento. Las aguas con concentraciones
de oxigeno disuelto superiores a 4,1 mg / L se consideran optimas, en nuestro estudio, los nive-
les de oxigeno disuelto estuvieron entre 3 y 4,9 mg / L, lo que podria afectar la vida de algunos
organismos acuaticos que requieran vivir ahi (Pefia, OS et al. 2006). Sin embargo, En el afio
2017, una estudiante de la Escuela Rochester realiz6 un proyecto comparando los parametros
fisicoquimicos del agua del reservorio y la Laguna Fuaquene, lugar donde vive una especie de
pez en peligro de extincion, Capitdn Sabana. Una vez que se observd que no habia una diferen-
cia significativa entre estos dos lugares evaluados, se concluyo6 que ese tipo de peces podria vivir

en nuestro reservorio (Rodriguez, P.V. 2017).

Observamos que la disminucion en la cantidad de oxigeno disuelto se relaciona con el aumento
de la concentracion de nitratos en el reservorio (Grafica 2 y Tabla 1), esto también va a un nivel
microbioldgico, donde las bacterias cultivadas mostraron tener ambos metabolismos (oxidativo
y fermentativo) (Grafico 1). Aunque los niveles que se muestran en el reservorio no son alar-
mantes, es necesario seguir monitoreando y estudiando formas de mejorar dichos parametros ya
que se ha documentado que la disminucién de oxigeno disuelto no solo contribuye al aumento

de los nitratos via metabolismo bacteriano también las concentraciones de hidréxido de man-
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ganeso, hierro y sulfatos. El hecho de propiciar las condiciones reductoras en el medio ambiente
puede ser toxico para los peces y los organismos superiores, ademas estos compuestos reducidos
mantienen la interfaz de sedimento-agua y evitan la acumulacion de capas de hidroxido de hier-
ro. Con la pérdida de hierro en el agua que lo cubre, disminuye la capacidad de retencion de fos-
foro del sedimento. Lo anterior también puede explicar los resultados que obtuvimos. Los resul-
tados dados para los fosfatos fueron considerablemente constantes a lo largo de la recoleccion de
datos (Tenian un rango de 0-0,2 y su promedio era de 0,2 ppm) (Friedl, G., & Wiiest, A. 2002)

Como se muestra en los resultados, los niveles de transparencia variaron entre 22 cm y 30 cm.
La transparencia promedio fue de 24.6 cm. Usamos un disco Secchi hecho a mano para hacer
estas mediciones. Los niveles promedio de alcalinidad encontrados fueron de 56 ppm, siendo el
valor mas alto de 78 ppm y 20 ppm el mas bajo. Probablemente podamos inferir que el valor
mas bajo (20 ppm) puede ser un valor atipico dada su diferencia de los otros datos. La alcalini-
dad es una medida que tiene una relacion directa con el pH, ya que ambos miden los cambios de
acidos en el agua, los cambios extremos en Alcalinidad tienen un impacto directo en los niveles
de pH; ya que un nivel mas alto de alcalinidad en el agua ayudara a evitar los mayores impactos
en los cambios en los niveles de pH, y como consecuencia ayudara a la propagacion de la vida,
ya que ayuda a proteger el medio ambiente de estos grandes cambios. La alcalinidad también
estd determinada por el suelo y el terreno que rodea el cuerpo de agua, ya que sus componentes
pueden alterar los productos quimicos del agua cuando se diluyen. (Sr. Brian Oram, P. 2018)

El pH del reservorio mostr6 tener un rango entre 6.0-7.5, aunque los niveles de pH promedio
fueron de aproximadamente 6.7, los cuales son casi neutros y podrian indicar que es apta para
mantener la vida de otros organismos, ya que el pH se considera como un indicador de la calidad
del agua en general, cuanto se ve afectada por agentes externos. Los cambios en el pH pueden
indicar la insercion de fertilizantes, particularmente cuando se registran medidas continuas a lo
largo de la conductividad del cuerpo de agua y los procesos de eutrofizacion, si estan asociados
con el proceso de fotosintesis y la respiracion de las algas. Ademas, el pH afecta la toxicidad de
algunos compuestos como el amoniaco al controlar su ionizacién, como la disponibilidad bi-
oldgica de ciertos contaminantes, como los metales pesados. Los valores superiores a 9.0 e infe-
riores a 5.8 producen limitaciones en el desarrollo y la fisiologia de los organismos acuaticos.
(Pérez-Castillo, et al., 2008).
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Conclusiones

m Durante el tiempo de medicion, la cantidad de oxigeno disuelto disminuy6 progresiva-
mente mientras aumentaba la concentracion de nitratos, esta tendencia también se rela-
cion6 con el aumento de la temperatura, la cual es crucial para la retencion de oxigeno en
el agua y aunque los niveles de oxigeno no disminuyeron drasticamente sus niveles en
este momento se encuentran en el limite superior para que cualquier organismo pueda
VIVir en nuestro reservorio.

m Parametros como fosfatos, pH y alcalinidad no mostraron variaciones significativas con
el tiempo y las cambiantes condiciones climaticas, tanto el pH como la alcalinidad no
mostraron dependencia de los otros pardmetros analizados, y mostraron que el reservorio
es factible para soportar la vida de otros organismos. la baja concentracion de los fosfa-
tos, como se menciond anteriormente, puede estar relacionada con la presencia de nitra-
tos, aunque existen estudios adicionales para determinar por qué las concentraciones ba-
jas de fosfato.

m Las bacterias aisladas y caracterizadas mostraron ser en su gran mayoria Gram positivas,
con capacidades metabolicas tanto oxidativas como fermentativas, y el uso preferencial
de carbohidratos con respecto a sustratos como el citrato. También mostraron una alta
capacidad para reducir los nitratos a nitritos, y esto podria explicar como los excesos de
la materia organica disponible es utilizada por los microorganismos y por qué este para-
metro es tan fluctuante.
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