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Introducciéon

El presente trabajo aspira a ser una referencia para
el uso de las algas diatomeas epiliticas (que crecen
en la superficie de las piedras) como indicadores
de la calidad del agua de los rios andinos en Ecua-
dor. Escuelas de educacion superior, centros de in-
vestigacion y organismos municipales y estatales
podran utilizar esta guia en programas de segui-
miento ambiental.

Las diatomeas (clase Bacillariophyceae) son orga-
nismos unicelulares fotosintéticos que conforman
uno de los grupos de algas mas importantes de la
comunidad del fitoplancton (Reynolds, 2006). En
los océanos, corresponden al componente mas
grande del plancton, que representa entre el 20 %
y el 45 % de la produccion primaria total del pla-
neta (Smol y Stoermer, 2010). Las diatomeas de
los ambientes acuaticos continentales que no son
planctonicas, a su vez, incluyen individuos que cre-
cen en otras plantas (epifiton), en rocas (epiliton),
en granos de arena (episamon) o en el sedimen-
to (epipelon). Generalmente conforman el grupo
dominante de estos ambientes, acompanados de
otros grupos de algas (Round, 1993).

En los cuerpos de agua dulce, las diatomeas pueden
emplearse como bioindicadores del estado tréfico del
agua (Reid et al., 1995; Lobo et al., 2016ay 2019), es
decir, de la produccion de biomasa acuatica presente
en el cuerpo de agua en un momento determinado,
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con relacion a la proporcion entre el fosforo, el nitro-
geno y los productores primarios (Naumann, 1919).
El estado trofico es una condicion utilizada para defi-
nir la calidad del agua que generalmente se deteriora
por la presencia de productos organicos provenien-
tes de la naturaleza, o generados por el ser huma-
no a través de desechos de explotaciones agricolas
0 ganaderas y aguas servidas (heces, sangre, orina,
lixiviados, fertilizantes, jabones, etc.), lo que da lugar
al proceso conocido como eutrofizacion.

La presencia de estas sustancias en el agua provo-
ca la proliferacion de microorganismos aerdbicos
que disminuiran considerablemente los niveles de
oxigeno disuelto. Ademas, la degradacion de la ma-
teria organica por parte de estas bacterias también
libera nitrogeno y fosforo en forma de nitritos, ni-
tratos y fosfatos (conocidos como nutrientes vege-
tales) ), que provocan la proliferacion de algas. El
aumento exagerado de la cantidad de algas forma
en la superficie del agua una capa gruesa que evita
que la luz penetre en la vegetacion sumergida y
por lo tanto provoca su muerte. Con la disminucion
de la cantidad de oxigeno disuelto y la acumula-
cion de materia organica animal y vegetal muerta,
empiezan a proliferar microorganismos anaerobios
que degradan esta materia y producen sustancias
con intenso olor, como el sulfuro de hidrogeno (Le
Moal et al., 2019; Vingon-Leite y Casenave, 2019).



La eutrofizacion puede ser natural o antropogéni-
ca. Cuando es natural, es un proceso lento que re-
sulta del aporte de nutrientes por las lluvias y las
aguas que erosionan y lavan la superficie de la Tie-
rra. Cuando es antropogénica, se convierte en un
proceso agresivo, cuya principal caracteristica es la
ruptura de la estabilidad del ecosistema (homeosta-
sis). La homeostasis en los ecosistemas acuaticos se
caracteriza por el equilibrio existente entre la pro-
duccion de materia organica y su mineralizacion.
Cuando una cuenca esta intervenida por actividades
antropogénicas, se da un desequilibrio ecologico
que tiene como consecuencia cambios profundos
en la estructura y funcion del ecosistema (Le Moal
et al., 2019). La eutrofizacion artificial es un proble-
ma global y tiene como resultados la alteracion de
la calidad ecoldgica, la pérdida de biodiversidad y la
extincion de especies, asi como el incremento del
numero de individuos de especies tolerantes, entre
otros (Glibert, 2017; Wurtsbaugh et al., 2019).

Ademas de las microalgas, los nutrientes vegetales
favorecen la proliferacion de macrofitas acuaticas, lo
que puede restringir el acceso a lagos o embalses
recreativos o de pesca, asi como bloquear canales
que suministran agua para el riego y las centrales
hidroeléctricas (Farley, 2012). Otro impacto impor-
tante de la eutrofizacion es el crecimiento masivo de
cianobacterias potencialmente toxicas que ponen
en riesgo la salud publica y el ecosistema, ademas
de implicar un incremento en el costo del tratamien-
to del agua para suministro (Cooper et al., 2020). Si
la eutrofizacion es consecuencia de la liberacion de
aguas residuales humanas sin tratar, uno de sus im-
pactos importantes puede ser la propagacion de las
enfermedades (Guerrero-Latorre et al., 2018).

De acuerdo con Vollenweider (1968), Rolich (1969)
y Rast et al. (1989), es posible caracterizar cuatro
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etapas de eutrofizacion del agua segun la carga to-
tal estimada de fosforo y nitrégeno:

1. Oligotrofico: Baja productividad biologica y baja
concentracion de nutrientes.

2. Mesotrofico: Caracteristicas intermedias entre
oligotrofico y eutrofico.

3. Eutrofico: Produccion excesiva de biomasa y
alta concentracion de nutrientes.

4. Hipereutrofico: Se utiliza para caracterizar altos
grados de eutrofizacion.

Cuando el agua alcanza el nivel eutrofico o hipe-
reutrofico, su calidad cae dréasticamente y algunos
efectos se perciben claramente. Tundisi (2003) re-
sume lo anterior al enumerar las principales conse-
cuencias de la eutrofizacion:

1. Anoxia (ausencia de oxigeno en el agua), que
causa mortalidad masiva de peces e inverte-
brados y también produce liberacion de gases
olorosos y toxicos como el acido sulfhidrico, o
altamente inflamables como el metano.

2. Floracion de algas y crecimiento incontrolado
de plantas acudticas.

3. Produccion de toxinas por parte de algunas es-
pecies de algas toxicas (cianobacterias).

4. Deterioro de los valores recreativos de lagos o
presas debido a la disminucion de la transpa-
rencia.

5. Acceso restringido a actividades pesqueras y
recreativas debido a la acumulacién de plan-
tas acudticas que dificultan la locomocion y el
transporte.

6. Fuerte caida de la biodiversidad y del numero
de especies vegetales y animales.



7. Cambios en la composicion de las especies de
peces, con disminucion de su valor comercial.

8. Disminucién de la concentracion de oxigeno
disuelto.

9. Disminucién de las poblaciones de peces cau-
sada por el agotamiento de oxigeno disuelto en
agua y en las regiones mas profundas de lagos
y presas.

10. Efectos sobre la salud humana (cronicos y agu-

dos).

Ademas de la eutrofizacion, , influenciados por el
cambio climatico, los fendmenos de floracion de mi-
croalgas en los cuerpos de agua dulce estan aumen-
tando en magnitud, frecuencia y duracion (Paerl et
al., 2016), lo que agrava las consecuencias de esta

contaminacion organica. En Ecuador, los fenomenos
de eutrofizacion natural y antropogénica son ubicuos
y abundantes debido a las condiciones biogeografi-
cas, a la multitud de explotaciones agropecuarias y a
la falta de tratamiento de aguas residuales.

Por estos motivos, desde el ano 2018 se ha trabajado
en la validacion del indice trofico de la calidad del
agua (ITCA), propuesto por Lobo et al. (2014 y 2015)
para sistemas loticos brasilefios subtropicales y tem-
plados, y que tiene como base la comunidad de dia-
tomeas epiliticas, con el objetivo de aplicarlo a siste-
mas loticos de los Andes ecuatorianos. La Figura 1
muestra imagenes de microscopia Optica de algunas
especies de diatomeas tolerantes a la eutrofizacion en
todo el mundo, actualmente utilizadas para calcular
el ITCA desarrollado en Brasil (Lobo et al., 2016a).

Figura 1. Taxones de algas diatomeas tolerantes a la eutrofizacién en todo el mundo (Lobo et al., 2016a).
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Para calcular este indice, fue imprescindible iden-
tificar correctamente las diatomeas epiliticas pre-
sentes. Su taxonomia tradicional se basa en la
morfologia de la pared de silice, llamada frustula,
finamente esculpida y dividida en dos mitades (val-
vas) que encajan como una placa de Petri. La valva
mas grande de la frustula se llama epiteca, y la me-
nor, hipoteca (Raven et al., 1996). Entre los princi-
pales caracteres utilizados en la taxonomia de las
diatomeas de agua dulce destacan la forma de la
frustula (extremos de la valva, manto); las ondu-
laciones y los giros de la valva; las estructuras del
manto interno (estigma y otros); las dreas hialinas;
el engrosamiento interno del margen de la valva
(pseudosepto y otros); la estructura de estrias, areo-
las y poros (forma, tamano y relleno); el patron de
organizacion de los surcos en céntrica y penadas;
los poros apicales; las portulas (rimoportulas, cari-
noportulas y fultoportulas); las estructuras externas
(espinas, verrugas, conopeo, ocelos, setas); el rafe
(tipo, extension, ubicacion de estructuras asocia-
das, caracterizacion de extremidades internas y
externas, proximales y distales); y las bandas (sep-
tos). Algunas de estas caracteristicas se muestran
de forma esquematica en las figuras 2 a 10 en el
trabajo de Lobo et al. (2014).

Cabe destacar que la identificacion morfologica
es complicada y requiere de equipo especializa-
do y del apoyo de expertos en la materia. Por
ello, las nuevas tendencias taxonémicas se com-
plementan con técnicas de biologia molecular. A
cada especie se le asigna un codigo de barras ge-
nético que consiste en una secuencia especifica
de ADN. En multitud de genes se han identificado
regiones que sirven para este proposito, dado que
Su secuencia varia de una especie a otra, pero se
mantienen invariables dentro de la misma. Ejem-
plos de ello son el gen que codifica la enzima
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RuBisCO (rbcL), esencial para la fotosintesis, y re-
giones internas del gen que codifica el ribosoma
(18S rRNA) (Hering et al., 2018). Para asignar este
codigo de barras genético, previamente es nece-
saria una identificacion morfolégica y una carac-
terizacion ecologica exhaustivas de la especie.
De esta manera se pueden generar secuencias de
referencia que sirvan para futuras identificacio-
nes moleculares.

El objetivo de este manual ilustrado es la formacion
de personal cualificado —sean estudiantes, técnicos
o cientificos— que pueda ayudar a generar y enri-
quecer una base de datos de diatomeas del Ecuador,
tanto a nivel taxonomico como de sus secuencias de
codigos de barras genéticos. Para ello, hemos dividi-
do el documento en cuatro capitulos. El primero trata
sobre el procedimiento del muestreo, la recoleccion
de muestras, el tratamiento del laboratorio de mues-
tras y el montaje de preparaciones permanentes para
la observacion de individuos en el microscopio opti-
co, siguiendo los protocolos de procedimientos para
el tratamiento de muestras de diatomeas epiliticas,
la identificacion taxonomica y el conteo de valvas.
El segundo explica la formulacion del ITCA, que tie-
ne como base la comunidad de diatomeas epiliticas,
ejemplificandolo con un caso practico en la cuenca
alta del rio Guayllabamba, provincia de Pichincha, en
los Andes del Ecuador. El tercer capitulo versa sobre
la identificacion de diatomeas a partir de los codigos
de barra genéticos, y el cuarto expone la aplicacion
del proceso en sistemnas loticos de Ecuador.



Capitulo 1

Muestreo, tratamiento de muestras en el laboratorio
e identificacion taxonémica de diatomeas

Los procesos descritos en este capitulo estan adap-
tados de Lobo et al. (2016b), Kelly et al. (1998) y
Kobayasi y Mayama (1982).

Cuando y dénde muestrear

El muestreo de diatomeas epiliticas debe realizarse
en periodos de flujo constante, evitando la recolec-
cion después de fuertes lluvias, que pueden pertur-
bar a la comunidad y aumentar la turbidez del agua.
Se recomienda que el muestreo se realice en condi-
ciones de visibilidad del sustrato sumergido (Figura
2), es decir, entre una y dos semanas luego de pre-
cipitaciones intensas segun el Instituto de Agua de
Brasil (INAG, 2008). Los muestreos pueden realizar-

se trimestralmente para que queden representadas
la temporada de lluvias y la temporada seca. Prefe-
rentemente, se seleccionan puntos de muestreo en
los tramos superior, medio e inferior de una cuenca,
con el fin de caracterizar gradientes ambientales. Si
las variaciones altitudinales son considerables, de-
ben usarse puntos de referencia, 0 minimamente
alterados, y puntos alterados a distintas elevaciones.
Los puntos de colecta deberan ser fotografiados y
georreferenciados utilizando un equipo de sistema
de posicionamiento global (GPS). Ademas, el formu-
lario de laboratorio debe completarse con las carac-
teristicas de cada punto de muestreo, segun el mo-
delo adaptado de INAG (2008) (Anexo 1).

Figura 2. En la imagen de la izquierda se enmarca en negro una piedra cuya superficie es apta para realizar el raspado de diatomeas.
El dibujo de la derecha representa esquematicamente una comunidad de diatomeas epiliticas. Adaptado de Round (1993).
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Material para tomar muestras de diatomeas
1. Cepillo dental con cerdas de nailon

2. Bandeja metdlica o de polietileno esmaltado
3. Frascos estériles de 100 mL

4. Formaldehido

5. Agua destilada

6. Etanol absoluto

7. Etiquetas adhesivas

8. Marcador

9. Guantes de goma

10. Botas de goma

11. Nevera portatil (cooler) y bolsas acumuladoras
de frio (ice packs)

Recoleccion de muestras de diatomeas

La recoleccion de diatomeas epiliticas debe reali-
zarse sobre sustratos naturales o artificiales sumer-
gidos a una profundidad de entre 10 y 20 cm, en
presencia de luz solar. Estos sustratos, preferible-
mente rocas de unos 20 cm de diametro, deben
presentar una pelicula de color marrén, que es el
resultado de la colonizacion de las diatomeas (Fi-
gura 3). Para recoger las diatomeas del sustrato,
se cepilla la superficie colonizada (la orientada al
sol) de tres a cinco rocas. La piedra debe lavarse
con agua destilada para ir arrastrando las diato-
meas cepilladas. Después del cepillado, se pasa la
muestra de la bandeja a un frasco estéril con un
volumen minimo de 100 mL. Los frascos estériles
de toma de muestra de orina son utiles y econo-
micos para esta tarea. Cada vez que se cambie el
punto de muestreo, es importante lavar el cepillo y
la bandeja con agua destilada para evitar la mezcla

16

de muestras. Luego, se etiqueta con cinta adhesiva
el frasco que contiene la muestra, y se identifica el
lugar de muestreo. Las muestras se han de mante-
ner en frio para su traslado al laboratorio en una
nevera portatil (cooler) con bolsas acumuladoras de
frio (ice packs).

En cada punto, la muestra se dividira en dos sub-
muestras (Figura 3.5). Una se usara para la obser-
vacion de frustulas al microscopio, por lo que se
le agregara 1 mL de solucion de formaldehido al
4 % (vlv) para la fijacion del material. La segun-
da se conservard a cuatro grados, de uno a tres
dias como maximo, para el aislamiento y la ca-
racterizacion molecular de las cepas de diatomeas
presentes en la muestra. Adicionalmente, puede
tomarse una tercera submuestra para realizar un
analisis metagenomico, cuya metodologia no esta
descrita en el manual. Para ello, a esta submuestra
se le afadira etanol a una concentracion final del
70 % (si se han obtenido 30 mL de volumen de
muestra, se anadiran 70 mL de etanol absoluto).
En ausencia de rocas, se pueden utilizar sustratos
artificiales dispuestos en los lugares de muestreo
aproximadamente cuatro semanas antes de la re-
coleccion (tiempo suficiente para la colonizacion
de la comunidad de diatomeas). O bien, en ultima
instancia, el muestreo puede realizarse sobre la
vegetacion acudtica presente (en este caso, Co-
rrespondiente a una comunidad epifita) o sobre
troncos sumergidos.

En rios o arroyos potencialmente contaminados,
se deben emplear guantes de goma para evitar el
contacto directo con el agua. Aun asi, se sugiere
desinfectar las manos con alcohol etilico al final
de la toma de las muestras. En lugares con aguas
profundas y fuerte corriente, es aconsejable utilizar
chaleco salvavidas.



Figura 3. Procedimiento para recolectar muestras de diatomeas epiliticas. (1) Raspado del sustrato (roca) para eliminar
las algas diatomeas. (2) Lavado del sustrato (roca) con agua destilada. (3) Recoleccion y almacenamiento de la muestra
en un frasco colector. (4) Frasco que contiene una muestra de algas diatomeas epiliticas. (5) Submuestras a partir de la

muestra ambiental original. Adaptado de Lobo et al. (2016b).

Materiales y equipos para el tratamiento de
muestras para la observacion de frastulas

1. Centrifuga (opcional)

2. Tubos de ensayo pequenos (tamano sugerido:
16 x 100 mm)

3. Tubos de ensayo grandes (tamano sugerido: 18
x 150 mm)

4. Pipetas graduadas de 10 mL
Piseta con agua destilada
Vasos de precipitado

Acido sulfarico 1N

Acido clorhidrico 1N

¥ ® N O

Dicromato de potasio
10. Bastones de vidrio
11. Trozos de porcelana

12. Campana de extraccion
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13. Gafas protectoras
14. Mascara de proteccion
15. Frascos de vidrio de 10 mL con tapa

16. Mechero de gas o placa calefactora

Procedimiento para la observacion
de frustulas

Preparacion de la muestra

Para observar las caracteristicas de las frustulas,
el primer paso es oxidar toda la materia organica
presente en los especimenes recolectados, con el
fin de facilitar la identificacion bajo el microscopio.

Un paso previo indispensable es identificar los tu-
bos de ensayo grandes correspondientes a cada
submuestra. Para ello, llene una pipeta con 10 mL
de muestra que contenga el sedimento y coloquela
en el respectivo tubo de ensayo (Figura 4).



Luego, anada 6 mL de acido sulfurico 1 normal
apoyando la punta de la pipeta contra la pared del
tubo de ensayo, para que el &cido se deslice lenta-
mente sobre la muestra. Ponga los tubos de ensayo
a hervir en un bano de agua durante 60-90 minu-
tos; despugs, apague el fuego o la placa calefactora
y deje enfriar. Agregue fragmentos de porcelana

como reguladores de ebullicion, para reducir el
riesgo de rotura de los tubos de ensayo (Figura 5).

Nota: Cuando manipule acido sulfurico, use guan-
tes y mascarilla protectora para evitar quemaduras
e inhalaciones. Ponga las muestras a bafo maria
en la campana de extraccion encendida.

Figura 4. Procedimiento de identificacion y distribucion de la muestra. (1) Tubos debidamente identificados. (2) Toma del
sedimento con la ayuda de una pipeta. (3) Disposicién de sedimentos en los respectivos tubos de ensayo. Adaptado de Lobo

et al. (2016b).

Figura 5. Procedimiento de tratamiento de muestras con acido sulfurico. (1) Adicion de acido sulfurico en los tubos de ensayo
(2) Muestras en vaso de precipitado que contiene fragmentos de porcelana y agua por encima de la altura del sedimento, para
su posterior ebullicion. (3) Hervido de muestras en la campana extractora. Adaptado de Lobo et al. (2016b).
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Luego, anada 0,8 g de dicromato de potasio en
cada tubo. Hierva de nuevo durante 30 a 60 minu-
tos en la campana de extraccion. Después de apa-
gar el gas (o plancha calefactora), espere 24 horas
para continuar el tratamiento (Figura 6.1-6.3).

Al dia siguiente, centrifugue las muestras durante 2
minutos a 3000 rotaciones por minuto (rpm) para
separar el dicromato de potasio y el dcido sulfurico
(Figura 6.4-6.6). Este paso puede realizarse sin cen-
trifuga, esperando unos veinte minutos para que la
materia sedimente.

Tome las muestras de la centrifuga y retire el so-
brenadante de cada uno de los tubos con una pi-

Figura 6. Procedimiento de
tratamiento de muestras con
dicromato de potasio y dacido
sulfurico. (1) Adicion de dicro-
mato de potasio a las muestras.
(2) Hervido de las muestras en la
campana extractora. (3) Muestras
después de hervir. (4) Retiro del
sobrenadante. (5) Transferencia
del sedimento a un tubo apto para
la centrifuga. En caso de tener
una centrifuga para tubos gran-
des, obviar este paso. (6) Coloca-
do de muestras en la centrifuga.
(7 y 8) Extraccién y eliminacion
de agua que contenga dicroma-
to de potasio y 4acido sulfurico.
(9) Adicion de agua destilada a
las muestras. (10) Colocacion de
la muestra nuevamente para cen-
trifugar y repetir los pasos 6, 7
y 8 hasta que el agua se vuelva
transparente. (11) Tubos con agua
clara, que muestran la extraccion
total de dicromato de potasio
y acido sulfurico. Adaptado de
Lobo et al. (2016b).
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peta, sin tocar el sedimento del fondo. Este sobre-
nadante no debe ser descartado en el fregadero,
sino colocarse en una botella adecuada para neu-
tralizacion (Figura 6.7-6.8). Llene cada uno de los
tubos nuevamente con agua destilada, agitando
la muestra con el proposito de eliminar todo el
dicromato de potasio y el acido sulfurico. Lleve los
tubos de vuelta a la centrifuga durante 2 minutos
a 3000 rpm. Repita la operacion hasta que el agua
esté clara (Figura 6.9-6.11). En caso de no dispo-
ner de centrifuga, bastara con dejar sedimentar
las diatomeas durante 10 minutos después de
cada lavado.



Pase 10 mL de cada muestra a los tubos grandes
identificados, y pongalos nuevamente en el vaso
de precipitado con agua. Dentro de la campana,
con el extractor encendido y con guantes, agregue
2 mL de &cido clorhidrico a cada tubo y caliente el
vaso de precipitado durante 30 minutos. Apague
el fuego o la placa y espere a que enfrie. Coloque
las muestras en la centrifuga equilibrando pesos,
todos con el mismo volumen de muestra. Centrifu-
gue durante 2 minutos a 3000 rpm. En este paso
existe la opcion de dejar sedimentar de 10 a 20
minutos. Nuevamente, retire el sobrenadante de
cada tubo sin tocar el sedimento del fondo, y co-

loquelo correctamente identificado en un recipien-
te adecuado, para su eliminacion. A continuacion,
llene cada tubo otra vez con agua destilada y agite
la muestra con el objetivo de eliminar todo el aci-
do clorhidrico. Repita esta operacion seis veces, al
igual que con el &cido sulfurico (Figura 6.6-6.8). Al
finalizar este procedimiento, las muestras estaran
listas y deberan ser almacenadas en frascos de vi-
drio con la identificacion adecuada (Figura 7).

Nota: Cuando manipule acido clorhidrico, use guan-
tes y mascarilla protectora para evitar quemaduras e
inhalaciones. Realice el procedimiento de ebullicion
en la campana con el extractor encendido.

Figura 7. Almacenamiento de las laminas permanentes y de las muestras tratadas. (1) Frascos identificados. (2) Frascos
almacenados. (3) Lamina permanente debidamente identificada. (4) Caja de almacenamiento de las laminas. Adaptado de

Lobo et al. (2016b).

Materiales y equipos para la elaboracion de preparaciones permanentes de diatomeas

1. Portaobjetos de microscopio (26 x 76 mm)

2. Cubreobjetos para microscopio (22 x 22 mm)
3. Pipeta graduada de 10 mL

4. Agua destilada

5. Etanol
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6. Medio de montaje (Naphrax o Pleurax)
7. Pinzas metalicas
8. Placa calefactora

9. Pesos



Procedimiento para la elaboracion de
preparaciones permanentes de diatomeas

Las preparaciones para la identificacion y cuantifi-
cacion de diatomeas deben contener una densidad
optima que evite la superposicion de frustulas para
poder observarlas al microscopio. Una apariencia
turbia o lechosa denota una alta densidad de diato-
meas, por lo que en estos casos debe diluirse con
agua destilada. Primero agite la muestra para que
esté homogénea. Coloque un cubreobjetos en una
placa calefactora a 50 °C. Con una pipeta, trans-
fiera de dos a tres gotas de muestra al cubreob-
jetos. Con la ayuda de otra pipeta, vierta gotas de
agua destilada hasta llenar toda la superficie del
cubreobjetos. Si la muestra no estd bien distribui-
da, vierta unas gotas de alcohol al 70 % (antes de
secar completamente). La temperatura de la placa
calefactora hara que el agua hierva y se evapore.
Espere unos minutos para que el cubreobjetos se
seque completamente (Figura 8.1-8.6).

Luego, deje caer una gota de medio de monta-
je (hay varias marcas disponibles en el mercado,
como Naphrax o Pleurax) en el centro del portaob-
jetos. Con la ayuda de unas pinzas, coloque el cu-
breobjetos en el portaobjetos con la cara que con-
tiene las diatomeas en contacto con el medio de
montaje. Situe el portaobjetos ya montado con el
cubreobjetos en la placa caliente para que evapore
el alcohol del medio de montaje (use una masca-
ra). Espere hasta que las burbujas de aire se vuel-
van menos frecuentes. Retire el portaobjetos de
la placa calefactora e inmediatamente, con ayuda
de unas pinzas, presione el cubreobjetos sobre el
portaobjetos para evitar que se formen burbujas de
aire. Coloque pesas de plomo sobre el cubreobje-
tos hasta que se solidifique el medio de montaje
(24 horas, aproximadamente) (Figura 8.7-8.15). En
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este paso es importante que la capa del medio de
montaje presente entre el cubre- y el portaobjetos
sea lo mas fina posible para forzar que las frustulas
se dispongan horizontalmente en el portaobjetos y
asi se facilite su observacion.

Las ldminas permanentes y los viales que contie-
nen las muestras tratadas deben estar debidamen-
te etiquetados con la informacion que se indica a
continuacion (Figura 6):

1. Institucion

2. Fecha de coleccion

3. Lugar de muestreo

4. Codigo de muestra/punto de recogida

5. Nombre de la persona que recogio las muestras

6. Nombre de la persona que preparo las mues-
tras y los portaobjetos permanentes

Finalmente, guarde los portaobjetos permanentes
en cajas apropiadas para futuras observaciones.
Las muestras tratadas deben guardarse en un her-
bario diatomologico, en pequenos frascos de vi-
drio, de tal manera que, si es necesario, permitan
preparar nuevos portaobjetos para la observacion
(Figura 7).

Materiales y equipo para la observacion

de diatomeas al microscopio 6ptico, la

identificacion taxonomica y el recuento

de valvas

1. Microscopio optico equipado con objetivo de
inmersion (100x) y contraste de fase con esca-
la micrométrica

2. Camara fotografica

3. Aceite de inmersion



4. Ficha de laboratorio para registrar las especies
identificadas y los respectivos célculos, segun

modelo adjunto

Figura 8. Procedimiento para preparar mues-
tras permanentes. (1) Agitacion de la muestra
contenida en el frasco de vidrio para homo-
geneizacion. (2) Placa calefactora conectada
a 50 °C. (3) Goteo de la muestra sobre el cu-
breobjetos. (4) Llenado del cubreobjetos con
agua destilada. (5) Distribucion homogénea
de la muestra. (6) Muestra en el cubreobjetos
completamente seca. (7) Disposicion del medio
de montaje en el portaobjetos. (8) Retirada de
la placa de la placa calefactora. (9) Colocacion
del cubreobjetos en el portaobjetos con la cara
que contiene las diatomeas en contacto con el
montaje. (10) Disposicion de la cuchilla sobre
la placa calefactora. (11) Formacion de burbu-
jas por la evaporacion del medio de montaje.
(12) Retirada del portaobjetos de la placa de
calentamiento. (13) Presiéon del cubre- sobre
el portaobjetos. (14) Cubreobjetos sin presen-
cia de burbujas. (15) Peso de plomo sobre el
cubreobjetos. Adaptado de Lobo et al. (2016b).
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5.

Guias de identificacion y bibliografias especia-
lizadas para identificacion de la taxonomia de
especies de diatomeas



Observacion de individuos al microscopio
optico, identificaciéon taxonomica y recuento
de valvas

Utilice el objetivo 100x con aceite de inmersion, a
ser posible con contraste de fase y escala micromé-
trica, para medir el tamano de las valvas (Figura 9).
Si no tuviéramos la escala micrométrica, seria po-
sible extrapolar las medidas a partir de la foto de
una camara de Neubauer, ya que las medidas son
importantes para diferenciar a las especies.

Antes de contar, elabore una lista de los taxones
que se encuentran en la muestra. En la etapa de
identificacion es conveniente el uso de la bibliogra-
fia de referencia en cuerpos de agua del neotropi-
co, tales como Metzeltin y Lange-Bertalot (2007),
Rumrich y Lange-Bertalot (2000), Metzeltin y Gar-
cia-Rodriguez (2003), Bes et al., (2012) y Lobo et
al., (2014 y 2016b).

El conteo se realiza en un transecto lineal dispuesto
en el medio del cubreobjetos, comenzando en el

margen izquierdo (en relacion con la etiqueta de
identificacion), hacia el margen derecho, contando
todos los individuos que aparecen en €l (Figura 10).
Cabe recalcar que una frustula se compone de dos
valvas, es decir, dos unidades de conteo. Una vez
que se completa el transecto lineal, disponga un
campo de vision abajo en el margen derecho y co-
mience un nuevo transecto lineal hacia el margen
izquierdo. Repita esta operacion sucesivamente,
tanto en el margen derecho como en el izquierdo,
hasta que registre al menos 600 valvas, segun la
técnica descrita en Kobayasi y Mayama (1982).
Tenga cuidado de no solapar los campos de vision.
Excluya del conteo todos los individuos que no es-
tén completos y en vista pleural (Figura 11) o vis-
ta lateral de la frustula (Ludwig y Tremarin, 2013),
con el fin de sobreestimar el conteo.

Si tiene alguna pregunta o si no puede identificar
una especie, se recomienda medir, obtener foto-
grafias, imagenes digitales o dibujos detallados y
consultar con un experto.

Figura 9. Identificacion de algas diatomeas recolectadas. (1) Observacion de los portaobjetos con la ayuda de un microscopio
optico, utilizando aceite de inmersion y objetivo 100x. (2) Observacion de la microalga Planothidium bagualense C. E. Wetzel

& L. Ector. (3) Fragilaria recapitellata Lange-Bertalot & Meltzeltin.
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Figura 10. Conteo usando transecto lineal. Adaptado de Lobo et al. (2016b).

Figura 11. Fotomicrografias de especies de algas diatomeas que muestran vista valvar y vista pleural, respectivamente.
(1 y 2) Melosira varians. (3 y 4) Rhoicosphenia abreviata. (5'y 6) Tabellaria flocculosa.
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Capitulo 2

indice tréfico de calidad del agua (ITCA)

El indice trofico de calidad del agua (ITCA) fue pro-
puesto por Lobo et al. (2014 y 2015) para sistemas
loticos brasilenos subtropicales y templados, a partir
de una revision de las tolerancias a la eutrofizacion
de especies de diatomeas epiliticas en relacion con
una serie de variables ambientales (fisicas, quimicas
y microbiologicas) de estudios regionales realizados
entre 2005 y 2013. En esta investigacion, un total de
140 muestras biologicas y 211 muestras abidticas fue-
ron recolectadas y analizadas por medio de técnicas
multivariadas (analisis de conglomerados y anélisis
de correspondencia candnica). Los resultados indica-
ron 405 especies pertenecientes a 62 generos; 133
especies fueron consideradas abundantes y, de estas,
70 participaron de la elaboracion del indice. Segun
el criterio de Lobo y Leighton (1986), especies abun-
dantes son aquellas cuya ocurrencia humerica supe-
ra el valor promedio (aritmético) del numero total de
individuos de las especies en una muestra, mientras
que las especies dominantes corresponden a aquellas
cuya ocurrencia numeérica supera el 50 % del numero
total de individuos de las especies en una muestra.

A partir de los resultados obtenidos, se determina-
ron los distintos grados de tolerancia a la eutrofiza-
cion de las especies abundantes, y se atribuyeron
valores troficos iguales a 1, 2,5y 4, correspondien-
tes a niveles de tolerancia definidos como bajo,
medio y alto, respectivamente. El indice incorporo
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un total de 70 taxones, de los cuales 16 especies
mostraron una baja tolerancia a la eutrofizacion,
28 especies mostraron una tolerancia intermedia y
26 especies mostraron una alta tolerancia. Utilizan-
do estos valores troficos para cada una de las espe-
cies de diatomeas, se calcula el ITCA, adaptado de
la formula de Pantle y Buck (1955):

donde vt es el valor trofico de las especies y h, el
porcentaje de ocurrencia (abundancia) de cada una
de las especies en la muestra. El valor del ITCA va-
ria de 1 a 4 en los ambientes acuaticos, como se
muestra en la Tabla 1. Para calcular el ITCA para
una determinada muestra y fecha, se asigna un
valor trofico vt = 1 a las especies que no estan
incluidas en la lista de los 70 taxones de la Tabla 5
del trabajo de Lobo et al. (2014).

Tabla 1. Relacion entre el indice trofico de calidad del agua y
la calidad del agua.

Nivel de contaminacién

1,0-1,5 | Oligotréfico (contaminacion despreciable)
1,5-2,5 | B-mesotréfico (contaminacion moderada)
2,5-3,5 | a-mesotrofico (contaminacidn fuerte)
3,5-4,0 | Eutréfico (contaminacidon excesiva)




Trabajos previos realizados en la cuenca del rio Pita
(Castillejo et al., 2018) demuestran que el valor trofi-
co asignado a las especies de diatomeas abundantes
en Brasil son vélidos para esas mismas especies que
habitan los sistemas loticos de los Andes de Ecuador.

Aplicacién del ITCA en las cuencas de
los rios Pita y Santa Clara (cuenca alta
del rio Guayllabamba, provincia de
Pichincha, Ecuador)

Area de estudio

La cuenca del Guayllabamba estd ubicada en la
parte suroeste de la provincia de Pichincha, en las
cercanias de Quito, capital de Ecuador (Figura 12).
La parte mas alta se encuentra en las faldas del
volcan Cotopaxi (5897 m. s. n. m.) y baja hasta los
100 m. s. n. m., en la confluencia con el rio Blanco,
donde se transforma en el rio Esmeraldas. En to-
tal, se seleccionaron nueve estaciones de muestreo
a lo largo de la parte alta de la cuenca, desde los
3800 hasta los 2450 m. s. n. m., en los afluentes
Pita y Santa Clara, y se les dieron los siguientes co-
digos: estaciones 1.1PI (ubicacion GPS: -0.59613
~-78.45234; 3818 m. s. n. m.), 1.3PI (ubicacion
GPS: -0.59613 -78.45234; 3781 m. s. n. m.) y

Figura 12. Mapa del drea de
estudio con los puntos de
muestreo en los rios Pita y
Santa Clara, pertenecientes a
la cuenca del Guayllabamba
(Ortiz, 2021).
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1.4P1 (ubicacion GPS: -0.56532 -78.439; 3684 m.
s. n. m.) en los tramos superiores; estaciones 2.1PI
(ubicacion GPS: -0.44802 ~78.3979; 3331 m. s. n.
m.), 3.2PI (ubicacién GPS: -0.40096 -78.38373;
2865 m. s.n. m.) y 3.3PI (ubicacion GPS; -0.41648
~78.40763; 2865 m. s. n. m.) en los tramos in-
feriores intermedios; y estaciones SClaral (ubi-
cacion GPS: -0.34931 -78.42563; 2463 m. s. n.
m.), SClara2 (ubicacion GPS -0.33203 ~78.44158;
2463 m. s. n. m.) y SP3 (ubicacion GPS: -0.29614
~78.45988; 2454 m. s. n. m.) en los tramos inferio-
res (Figura 12). El diseno de muestreo tuvo como
objetivo capturar la variacion de eutrofizacion en-
tre los diferentes tramos de la cuenca hidrografica.
Ademas, su calidad ecoldgica ha sido previamente
estudiada, lo cual permite tener un gradiente de
uso, representado en estos nueve puntos (Acosta et
al., 2009; Rios-Touma et al., 2014). Las estaciones
1.1, 1.2 y 1.3PI estan rodeadas de vegetacion de
paramo y el 1.4PI estd rodeado de paramo alterado
por pastoreo, mientras que 3.2, 3.3 y 3.4PI estan
ubicadas en areas con vegetacion correspondiente
a bosque andino, con presencia de especies intro-
ducidas como el eucalipto, y SClaral, SClara 2 y
SP3 estan ubicadas en areas urbanas que contie-
nen parques lineales al rio (Figura 13).



Muestreo y analisis de datos

El muestreo se llevo a cabo el mes de agosto de 2020
(época de sequia), siguiendo los procedimientos an-
teriormente explicados. En cada sitio de muestreo
se tomaron las siguientes variables ambientales: pH,
nitritos, nitratos, nitrogeno amoniacal, fosfatos, sul-
fatos, oxigeno disuelto, demanda bioldgica de oxi-
geno, demanda quimica de oxigeno, turbidez, con-
ductividad, indice de calidad del habitat fluvial (IHF),
indice de calidad del bosque de ribera andino (OBR-
And) —que mide el grado, la calidad y la estructura
de la cobertura de vegetacion riparia— y el grado de
alteracion del canal del rio (Acosta et al., 2009)

Para la identificacion, se utilizd un microscopio
Olympus BX-40, a partir de las obras taxonomicas
citadas en el capitulo anterior. Las especies abun-
dantes fueron seleccionadas segun el criterio de
Lobo y Leighton (1986), validado para Ecuador por
Castillejo et al. (2018).

Luego de la identificacion y cuantificacion de las
especies de diatomeas epiliticas, se realizo la eva-
luacion de la calidad del agua de los puntos de
muestreo aplicando el ITCA, basado en la clasifi-
cacion de diatomeas para los rios del sur de Brasil
propuesto por Lobo et al. (2015).

Figura 13. (1) 1.1PI: afluente rio Pita, zona El Salitre, Parque Nacional Cotopaxi. (2) 1.4PI: rio Pita, quebrada Chilcahuaycu.
(3) 3.4PI: rio Pita en el Molinuco. (4) SClaral: rio Santa Clara en Selva Alegre. (5) SClara2: rio Santa Clara en Sangolqui.

(6) SP3: rio Pita en San Rafael.
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Resultados y discusion

En total, se identificaron 65 especies de diatomeas
pertenecientes a 29 géneros; en el Anexo 2 se inclu-
yen sus imagenes. De las especies identificadas, 22
fueron consideradas como abundantes, es decir, con
un numero por encima de la media de individuos

por especie, segun el criterio de Lobo y Leighton
(1986). En la Tabla 2 se muestra como ejemplo un
recuento de algas diatomeas presentes en una lami-
na permanente del punto SClara 2 para la posterior
aplicacion de ITCA con los valores troficos para cada
especie recopilados en el software OMNDIA.

Tabla 2. Conteo de diatomeas en el punto SClara 2 para el célculo del ITCA. En rojo se destaca el numero de valvas de las especies
abundantes.

% de Valor
Especies VEWEH ocurrencia tréfico

(h) (vt)
Navicula lanceolata (C. Agardh) Ehrenberg 97 16,2 4
Gomphonema parvulum (Kutzing) Kuitzing sensu lato 44 7.3 2,5
Gomphonema pumilum var. rigidum E. Reichardt & Lange-Bertalot 117 19,5 25
Gomphonema sp.1 5 0,8 1
Gomphonema sp.2 10 1,7 1
Nitzschia soratensis Morales & Vis 91 15,2 2,5
Navicula tripunctata (O.F. Miller) Bory 28 47 4
Cocconeis lineata Ehrenberg 26 43 2,5
Melosira varians C. Agardh 6 1,0 2,5
Navicula cf. cryptotenella Lange-Bertalot 1,0 2,5
Rhoicosphenia abbreviata (C. Agardh) Lange-Bertalot 69 11,5 4
Nitzschia palea (Kutzing) W. Smith 13 2,2 4
Navicula gregaria Donkin 1" 1.8 4
Tabellaria flocculosa (Roth) Kiitzing 2 0,3 1
Planothidium cf. biporomun (M.H. Hohn & Hellerman) Lange-Bertalot 1 0,2 2,5
Planothidium lanceolatum (Brébisson) Lange-Bertalot 16 2,7 1
Fragilaria tenera (W. Smith) Lange-Bertalot 2 03 1
Fragilaria vaucheriae (Kitzing) J.B.Petersen 1 0,2 2,5
Fragilaria recapitellata Lange-Bertalot & Metzeltin 2 03 1
Ulnaria ulna (Nitzsch) Compére 2 0,3 1




Sellaphora seminulum (Grunow) D. G. Mann 10 1,7 25
Nitzschia linearis (C. Agardh) W. Smith 4 0,7 4
Nitzschia cf. fonticola (Grunow) Grunow 4 0,7 1
Encyonema silesiacum var. altensis Krammer 4 0,7 2,5
Encyonema minutum (Hilse) D. G. Mann 1 0,2 2,5
Eolimna sp. 5 0,8 1
Reimeria sinuata (W. Gregory) Kociolek & Stoermer 1 0,2 1
Gomphonema turgidum Ehrenberg 3 0,5 1
Nitzschia amphibia Grunow 6 1,0 2.5
Nitzschia clausii Hantzsch 1 0,2 4
Pinnularia sp. 1 0,2 1
Fragilaria arcus (Ehrenberg) Cleve 1 0,2 1,75
Cyclotella meneghiniana Kitzing 2 03 4
Luticola goeppertiana (Bleisch) D.G. Mann 1 0,2 4
Sellaphora pupula (Kitzing) Mereschkowsky 2 0,3 3,25
Placoneis undulata (@strup) Lange-Bertalot 1 0,2 1
Nitzschia ovalis H. J. Arnott 3 0,5 1
Total 600 100 ITCA:2,9

Para seguir ampliando informacion sobre la posi-
bilidad de aplicar el ITCA en Ecuador, se llevaron
a cabo analisis multivariables de datos de dos for-
mas diferentes. Primero, las especies versus los
puntos de muestreo. Los resultados de los conteos
de diatomeas por sitio se analizaron mediante el
analisis de grupos (clusters) basado en el método
de Ward (1963), con el fin de clasificar las estacio-
nes de muestreo segun la similitud cuantitativa de
las especies encontradas en cada sitio. En segundo
lugar, se aplico el analisis canonico de correspon-
dencia (ACC) para revelar como la composicion de
las especies se relaciona con las variables ambien-
tales, que a su vez cambian con los procesos de
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alteracion humana de los sitios. Esto se realizo con
el objetivo de identificar las variables ambientales
que mejor explican la distribucion de las distintas
especies de diatomeas en los puntos de muestreo
y evaluar su utilidad como indicadoras del cambio
ambiental (Ortiz, 2021).

El andlisis de grupos (clusters) realizado a partir de
las especies de diatomeas presentes en cada esta-
cion de colecta agrupo los puntos sin contaminacion
visual y contaminados (segun los parametros am-
bientales medidos) en dos grandes grupos (Figura
14): dos subgrupos de puntos limpios, 1.1Pl'y 1.4PI,
y 1.3Pl'y 2.1PI; y el resto, en otros dos subgrupos:



3.2P1 y 3.4PI, por un lado, y los puntos mas sucios
(SClaral y 2), por otro. La maxima distancia eucli-
diana se da con el punto SP3, el mas contaminado
de todos segun los pardmetros ambientales.

Figura 14. Analisis de clusters (método de Ward) basado en
las comunidades de diatomeas (especies abundantes) de nueve
puntos de colecta de la cuenca alta del Guayllabamba. Datos de
agosto de 2020 (Ortiz, 2021).

En el ACC (Figura 15), las variables ambientales
que mejor explicaron la distribucion de especies de
diatomeas fueron los fosfatos, el IHF, los nitratos y
el pH. A su vez, los nitratos se correlacionaron con
amonio, demanda quimica de oxigeno, nitritos,
temperatura y turbidez, parametros que aumen-
tan con el grado de eutrofizacion. Las especies con
un vt = 4, segun la literatura, fueron las que se
correlacionaron con parametros propios de aguas
eutrofizadas como los nitratos, confirmando la apli-
cabilidad del ITCA elaborado por Lobo et al. (2015)
excepto para tres especies: Diatoma moniliformis,
Nitzchia linearis y Rhoicosphenia abbreviata. Esto es
consistente con el trabajo de Castillejo et al. (2018),
segun el cual la abundancia de Rhoicosphenia ab-
breviata no se correlaciona con los puntos mas eu-
trofizados. Asimismo, Schneider et al. (2000) han
descrito a Diatoma moniliformis como una especie
adaptada a diferentes estados troficos. Por otro
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lado, Nitzchia linearis se ha reportado como espe-
cie abundante en las nacientes oligotroficas de rios
balcanicos (Bernat y Noga, 2012).

Todos estos resultados corroboraron el comporta-
miento diferencial de la composicion poblacional
de diatomeas segun su tolerancia a los gradientes
de eutrofizacion de los estudios anteriormente
mencionados.

Figura 15. Grafico del andlisis canonico de correspondencia (ACC)
bivariado sobre los ejes 1 y 2, de acuerdo con cuatro variables

abidticas en las nueve estaciones de colecta de la cuenca alta del
Guayllabamba. Datos de agosto de 2020 (Ortiz, 2021).

En general, los resultados obtenidos mediante la
aplicacion de ITCA indicaron que los niveles de
calidad del agua variaban desde los puntos de las
nacientes, considerados limpios, a los puntos situa-
dos en entornos urbanos. En los puntos limpios se
encontraron especies de diatomeas oligotroficas



y moderadas (2,5), ya que en todos los puntos se
identificaron fuentes de nutrientes vegetales como
ganado, mas los sulfatos provenientes de la activi-
dad volcénica, factor para tener en cuenta cuando
se aplica el ITCA en los Andes ecuatorianos. El nu-
mero de especies aumento en los sitios mas bajos
a excepcion del SP3, posiblemente debido al exce-
so de contaminacion por vertidos urbanos. El sitio
con la mayor riqueza de especies fue SClaral, con
34 (Tabla 2), y la menor cantidad de especies se
encontro en 1.1Pl'y 3.2PI, con 15 cada una (Ane-
x0 2). El ITCA se correlacion¢ directamente con la
temperatura, la turbidez, la demanda quimica de
oxigeno, el amonio y los nitritos (Ortiz, 2021).

Todos los puntos, exceptuando los situados en
entornos urbanos (SClara2 y SP3), obtuvieron un
ITCA de entre 1,5y 2,5, lo que refleja un nivel de
contaminacion moderada -mesotrofico (Tabla 3).
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Tabla 3. Evaluacion de la calidad del agua utilizando el ITCA
en los puntos de la parte alta de la cuenca del Guayllabamba
(agosto de 2020).

Puntos ITCA Nivel de contaminacién

1.1PI 2.1 | B-mesotrdfico (contaminaciéon moderada)
1.3 Pl 2.0 | B-mesotrdfico (contaminaciéon moderada)
1.4 Pl 1.7 | B-mesotréfico (contaminacién moderada)
2.1 Pl 2.4 | B-mesotréfico (contaminacién moderada)
3.2 Pl 2.3 | B-mesotrdfico (contaminacion moderada)
3.4 Pl 2.3 | B-mesotrdfico (contaminacion moderada)
SClara1| 2.4 | B-mesotrdfico (contaminacién moderada)
SClara2 | 2.9 | a-mesotréfico (contaminacion fuerte)

SP3 2.6 | a-mesotréfico (contaminacién fuerte)




Capitulo 3

Caracterizacion de cédigos de barras

genéticos de diatomeas epiliticas

La identificacion tradicional de las diatomeas se
fundamenta en taxonomia clasica basada en la es-
tructura y ornamentacion de la frustula. Esta iden-
tificacion requiere gran experticia y consume mu-
cho tiempo de andlisis microscopico (Morales et
al., 2001). En la actualidad, cada vez mas se esta
imponiendo la identificacion de especies basada en
secuencias de ADN, lo que se conoce como codigo
de barras genético (barcoding) (Hebert et al., 2003).
Esta herramienta consiste en una secuencia corta de
ADN que puede ser amplificada facilmente y es ca-
racteristica de cada especie. En el caso de diatomeas
se han propuesto varios genes como candidatos
para la identificacion de especies, como el gen de la
subunidad 1 de la citocromo oxidasa c (CO1), el gen
de la subunidad pequena ribosomal (18S rRNA), el
espaciador transcrito interno 2 (ITS2) y el gen de la
subunidad grande de la ribulosa-1,5-bisfosfato car-
boxilasa oxigenasa (rbcL) (Pawlowski et al., 2016).

La combinacion del codigo de barras de ADN con
las nuevas tecnologias de secuenciacion masiva ha
conducido al desarrollo de una nueva metodologia,
conocida como metabarcoding, para la identificacion
de multiples especies a partir de una muestra am-
biental compleja (Kermarrec et al., 2013; Pawlowski
et al., 2018). Varios autores han aplicado esta he-
rramienta y obtenido una buena correlacion entre
los datos moleculares y los morfologicos, lo que de-
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muestra su potencial para la identificacion y cuanti-
ficacion de diatomeas en muestras ambientales em-
pleando principalmente como marcadores el gen de
la rbeL y una region hipervariable del gen 18S rRNA
(Apothéloz-Perret-Gentil et al., 2017; Kermarrec et
al., 2013; Vasselon et al., 2017; Zimmermann et al.,
2014). Por tanto, tal y como sugieren Hering et al.
(2018) los métodos de identificacion basados en se-
cuencias de ADN suponen un buen complemento e
incluso un posible reemplazo a los métodos tradicio-
nales, pues son capaces de detectar la presencia de
especies con un buen nivel de precision. La principal
limitante en la aplicacion de estos marcadores es la
falta de secuencias de referencia de diatomeas epili-
ticas, especialmente en el caso de Ecuador.

En este capitulo se explicara como obtener codigos
de barras de especies de diatomeas cuya morfolo-
gia ha sido previamente identificada a través del
microscopio optico y/o electronico de barrido. Los
marcadores moleculares 185V4 y rbcL son los mas
utilizados en la actualidad (Vasselon et al., 2018;
Zimmermann et al., 2014). De esta manera se po-
dra contribuir al desarrollo de una base de datos de
referencia de codigos de barras de ADN de diato-
meas aisladas de cuerpos de agua de Ecuador que
permita la implementacion de nuevas aproxima-
ciones basadas en ADN en los protocolos de bio-
monitoreo ambiental.



Los principales pasos para la generacion de los co- marcadores por PCR, la secuenciacion, la prepara-
digos de barras genéticos son el aislamiento y el cion de laminas permanentes del cultivo y la toma
cultivo puro de una especie de diatomea, la extrac- de imagenes digitales (Figura 16).

cion del ADN de la especie, la amplificacion de los

Figura 16. Flujograma de los procesos a seguir para obtener el codigo de barras de ADN. En la parte inferior se muestra
la visualizacion de los cultivos por microscopia. (1) Siembra de muestras ambientales en cultivo sélido. (2) Colonias
crecidas a partir de la muestra ambiental. (3) Obtencion de cepa unialgal. (4) Crecimiento en cultivo liquido (opcional).
(5) Extraccion de ADN, amplificacion y secuenciacion del gen codigo de barras. (6) Captura de imagenes de la cepa
aislada por microscopia electronica de barrido (SEM) y microscopia optica (LM).

Aislamiento de cepas de diatomeas 6. Autoclave
epiliticas 7. Asa de siembra de Drigalsky

Materiales y equipo para el cultivo de 8. Camara de cultivo

diatomeas 9. Cabina de flujo laminar

1. Reactivos para elaborar el medio de cultivo ] . . .
Metodologia para el aislamiento de cultivos

2. Balanza puros

3. Medidor de pH Las muestras de diatomeas epiliticas se colectan
como se describe en la seccion correspondiente. La
submuestra destinada al cultivo se mantiene en frio

4. Placas Petri

5. Matraces
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sin la adicion de preservadores. De uno a tres dias
después de ser colectada, la muestra se siembra en
placas de Petri (90 mm) con medio de cultivo sélido
(1 % agar). Para el crecimiento de diatomeas epiliti-
cas, se usan distintos medios de cultivo para algas de
agua dulce suplementados con metasilicato de sodio
(NazSiO3) 10 mM; los mas utilizados son el Bold’s
Basal Medium (BBM) (Bold, 1949), el Wright’s Crypto-
phyte (WC) (Guillard y Lorenzen, 1972) y el Chu #10
(Chu, 1942). Sin embargo, se ha reportado que para
el crecimiento de especies oligotroficas es convenien-
te la modificacion de los medios, disminuyendo un
décimo de la cantidad indicada el contenido de nitro-
geno y/o fosforo (Kelly et al., 2018; Mora et al., 2019).

La manipulacion de los cultivos se realiza en con-
diciones de esterilidad, en camara de flujo laminar
horizontal.

Antes del aislamiento se debe asignar a la muestra
ambiental un codigo que nos ayude a identificar los
cultivos aislados a partir de ella. Para el aislamiento
se inoculan las placas con medio solido con 500 pL
de la muestra ambiental original y de tres diluciones
seriadas (10-1, 10-2, 10-3) de manera independien-
te. Se extiende el indculo sobre toda la superficie de
la placa con un asa de Drigalsky. Otra estrategia es
el aislamiento de células individuales de la muestra
original con micropipeta bajo el microscopio inverti-
do o una lupa. En este caso, a veces, es mejor partir
de la muestra diluida (Mora et al., 2019).

Las células aisladas se siembran en placas de Petri.
Las placas inoculadas se ponen a crecer a 15-22 °C
bajo luz fluorescente blanca y fria en un fotoperiodo
de 12:12 (luz:oscuridad), replicando el fotoperiodo
de la latitud ecuatorial. Al cabo de tres o cuatro sema-
nas se observara crecimiento de pequenas colonias
pardas. Para confirmar si las colonias visibles son
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cultivos puros de una unica especie de diatomea, se
toma una pequena muestra de células con un asa
de siembra redonda estéril. En un portaobjetos se
deposita una gota de agua, se anaden las células, se
monta el cubre y observamos al microscopio optico
con un aumento de 100x (Figura 17). La colonia que
se comprueba que es pura se siembra en una nueva
placa de Petri con medio solido con el fin de obtener
suficiente cantidad de células para su identificacion
morfologica y molecular. Las colonias en las que se
observen varias especies se siembran de nuevo por
agotamiento en estria y se repiten los pasos de cul-
tivo hasta la obtencion de colonias puras. Una vez
establecido los cultivos unialgales, se les asigna el
codigo de la muestra ambiental y un numero.

Figura 17. Comprobacién de colonia con una unica especie
de diatomea. (1) Siembra de muestras ambientales en cultivo
solido. (2) Colonias crecidas a partir de la muestra ambiental.
(3) Imagen a microscopia optica de células de la colonia.

Visualizacion e identificacion de las cepas de
referencia

Para la visualizacion de las frustulas se realiza un
tratamiento de oxidacion de la materia organica
mas sencilla que la descrita previamente, ya que no
tenemos necesidad de eliminar las impurezas de
las muestras ambientales. Para ello se inoculan ce-
lulas del cultivo puro en un tubo de 1,5 mL con 500
pL de medio de cultivo liquido, y se ponen a crecer
en las mismas condiciones que los cultivos sélidos.
Cuando se observe el crecimiento de células de co-



lor pardo, se oxida la materia organica con &cido
nitrico al 50 % (se anaden 500 pL de acido nitrico
a los 500 pL de cultivo). Luego, se incuba a 90 °C
durante 30 minutos y se centrifuga a 2000 rpm du-
rante un minuto. Se desecha el sobrenadante y el
sedimento se lava dos veces con agua destilada,

tras lo cual se resuspende en unos 200 pL de agua
destilada (Potapova y Charles, 2002). Esta muestra
se usa para visualizar al microscopio electronico de
barrido o para preparar laminas permanentes con
Naphrax, como se describe previamente en el libro
(Figura 18b, d, f, h, j, k, m, 0, g, s, U, v).

Figura 18. Cultivos de diatomeas in vivo y sus frustulas. (a, b, c, d) Nitzschia palea. (e, f, g, h) Nitzschia fonticola. (i, j, k, p, q, 1)
Sellaphora seminulum. (I, m, n, 0) Eolimna minima. (s, t, u, v): Achnantidium minutissimun. Barra de escala = 10 pm.
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Aislamiento de ADN de cultivos
axénicos

Actualmente existen en el mercado distintos Kits
comerciales que pueden emplearse para el aisla-
miento de acidos nucleicos. En este apartado va-
mos a describir un método de extraccion rapido y
econémico, basado en el protocolo de Edwards et
al. (1991), que puede ser usado para obtener ADN
de los cultivos de diatomeas.

Materiales y equipo

1. Tampon de extraccion (200 mM tris-HCI pHS,
250 mM NacCl, 25 mM EDTA, 0,5% SDS)

2. Isopropanol
3. Etanol 70 %
4. Agua ultrapura libre de DNAsas

5. Tubos de 1,5 mL

6. Micropipetas y puntas de micropipetas (100 pL,
200 pLy 1000 pL)

7. Agitador (tipo Vortex)

8. Termobloque para tubos de 1,5 mL o bafo ca-
liente

9. Ultracentrifuga

Procedimiento

En primer lugar, hay que colectar las células del
cultivo puro. Se pueden tomar del cultivo en placa
o de las células creciendo en cultivo liquido, con
ligeras modificaciones en los pasos iniciales de la
extraccion.

Si partimos del cultivo en placa, se recoge una su-
perficie de células de unos 0,5 cm?2 con un asa de
siembra redonda estéril y se la inocula en un tubo

36

de 1,5 mL con 400 pL de tampon de extraccion. Si
partimos de las células en cultivo liquido, se toma
una alicuota de unos 200 pL del cultivo liquido en un
tubo de 1,5 mL, se centrifuga 3 minutos a 4000 rpm,
se elimina el sobrenadante y se afiaden 400 pL de
tampon de extraccion.

Una vez que tenemos las células en el tampon de
extraccion, se mezclan con un agitador tipo Vortex
durante 15 segundos. Después se incuban a 90 °C
durante 10 minutos; este paso ayuda a la lisis ce-
lular. Tras la incubacion, se centrifuga a 13 000
rpm durante 10 minutos. Se toma el sobrenadante
(350 mL) con cuidado de no arrastrar el precipita-
doy se lo traspasa a un tubo nuevo de 1,5 mL. Pos-
teriormente se anaden 300 pl de isopropanol frio y
se mezcla bien por inversion del tubo. Con el obje-
tivo de precipitar el ADN, se deja reposar 5 minutos
a temperatura ambiente. Después se centrifuga a
13 000 rpm durante 10 minutos y se desecha el
sobrenadante con cuidado de no perder el precipi-
tado, ya que es donde se encuentra el ADN. Para
lavar el exceso de sales se ahaden 500 pl de etanol
70 % al precipitado, procurando despegarlo pero no
disolverlo. De nuevo, se centrifuga a 13 000 rpm
durante 10 minutos y se desecha el sobrenadante
con cuidado de no perder el precipitado. En este
paso es importante que se elimine todo el liquido:
si quedan restos de etanol, podrdn interferir en la
amplificacion de los genes marcadores.

Una vez eliminado el sobrenadante, se dejan los
tubos abiertos un rato para que se evapore comple-
tamente el etanol; también se los puede dejar boca
abajo, escurriendo en un papel absorbente. Tras
comprobar que los tubos estan secos, se ahaden
50 pl de agua ultrapura, y se los deja 5 minutos a
temperatura ambiente para que se disuelva el ADN
(no disolvemos pipeteando).



Valoracién de la calidad y cantidad del
ADN aislado

La cantidad y la calidad del ADN obtenido se ana-
liza mediante espectrofotometria y/o electroforesis
en gel de agarosa.

El anadlisis por espectrofotometria se basa en la
absorcion (A) de los acidos nucleicos a una longi-
tud de onda de 260 nm, mientras que las protei-
nas presentan un maximo de absorcion a 280 nm.
Una unidad de densidad optica (DO), medida a
260 nm, corresponde a 50 pg/mL de ADN de do-
ble cadena. La proporcion de la lectura a 260 y a
280 nm (260/280) proporciona una estimacion de
la pureza del acido nucleico. Las preparaciones pu-
ras de ADN tienen una ratio 260/280 de 1,8 a 2.
Por otro lado, posibles contaminantes del proceso
de extraccion, como sales caotropicas, fenoles o
carbohidratos, absorben a 230 nm. En general, se
considera que el ADN es de buena calidad cuando
la relacion A260/230 se situa en el rango 1,8-2,2.

Para cuantificar y evaluar la pureza del ADN, se em-
plea un espectrofotometro NanoDrop™ que permite
el uso de microvolumenes de muestra (0,5-2 pL).
Este equipo nos da el espectro completo de ab-
sorbancia de la muestra, desde 220 a 350 nm. El
programa del equipo calcula la concentracion y la
relacion 260/280 y 260/230.

También podemos evaluar el ADN mediante visua-
lizacion por electroforesis en un gel de agarosa.

Materiales y equipo para electroforesis en
geles de agarosa

1. Agarosa purificada

2. Tampon de electroforesis: TBE 0,5x o TAE 1x

Receta de 1 L de solucion stock TBE 5x: tris
base 54 g; acido borico 27,5 g; 20 mL de 0,5 M
de EDTA pH 8

b

4. Receta de 1 L de solucion stock TAE 50x: tris
base 242 g; 57,1 mL de &cido acético glacial y
100 mL de 0,5 M de EDTA pH 8

5. Tampon de carga de electroforesis (glicerol y
azul de bromofenol)

6. Solucion de tincion de acidos nucleicos (SYBR
Safe, GelRed, bromuro de etidio, etc.)

7. Marcador de peso molecular y cuantificacion
de acidos nucleicos

8. Probetas y matraz
9. Microondas

10. Sistema de electroforesis horizontal y fuente de
alimentacion

11. Transiluminador de luz UV y/o sistema de foto-
documentacion

Procedimiento de electroforesis en geles de
agarosa

La visualizacion en gel de agarosa nos permite
cuantificar la cantidad de ADN comparandola con
un marcador de concentracion conocida, y com-
probar si el ADN extraido estd integro o si ha habi-
do degradacion durante la extraccion.

En primer lugar, preparamos el gel de agarosa.
Pese la cantidad necesaria para preparar un gel
al 1 % (p/v). El volumen dependera de la bande-
ja de electroforesis que vayamos a utilizar. Mezcle
la agarosa en el tampoén de electroforesis (TAE 1x
o TBE 0,5x). Funda la solucion en el microondas,
evitando que hierva. Selle los bordes de la bandeja
y ponga los peines. Cuando la solucion de agaro-



sa haya alcanzado una temperatura soportable por
la mano, agregue la solucion de tincion de acidos
nucleicos elegida en la dilucion recomendada por
el proveedor. Vierta la solucion en la bandeja lenta-
mente, para que no queden burbujas ni se muevan
los peines. Espere a que la solucion gelifique com-
pletamente. Quite los peines y el sellado de los bor-
des e introduzca la bandeja con el gel en la cubeta
de electroforesis con el tampon correspondiente.

Después, prepare las muestras para cargarlas en el
gel de agarosa. Para ello, mezcle de 5 a 10 pL de
cada muestra de ADN extraido con el buffer de car-
ga en el volumen recomendado por el fabricante.
Cargue todo el volumen en el gel, cada muestra en
un pocillo distinto. En otro pocillo cargue un mar-
cador de peso molecular.

Figura 19. Visualizacion
de las muestras de ADN
en electroforesis en gel de
agarosa 1 %. (A) Carriles
1 y 2: marcadores de peso
molecular; 3 a 7: mues-
tras de ADN con buena in-
tegridad. (B) Carril 1: mar-
cador de peso molecular;
2 a 5: muestras de ADN
con degradacion parcial;
6: muestra de ADN com-
pletamente degradada.
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Desarrolle la electroforesis a 80 V durante 45-60
minutos y fotodocumente el resultado en un tran-
siluminador de luz UV. Al visualizar el gel en el
transiluminador esperamos ver una banda de alto
peso molecular en cada pocillo. La intensidad de la
banda es proporcional a la cantidad de ADN. Com-
paramos la intensidad de la banda con el marcador
de concentracion conocida para determinar cual es
la cantidad de ADN de cada muestra. Si en lugar de
una unica banda observamos un rastro a lo largo
del gel, significa que la muestra de ADN esta frag-
mentada y degradada, lo que puede afectar a la
amplificacion del cédigo de barras genético (Figura
19).



Amplificacion de secuencias de cédigo
de barras genético, 18S rRNA V4 y rbclL

Los estudios de monitoreo ecoldgico basados en el
andlisis de la estructura de la comunidad requieren
que se identifiquen y cuantifiquen los organismos
presentes en una muestra, se los relacione con su
valor trofico y, a partir de esta informacion, se in-
fiera la calidad ecologica. En el caso de los analisis
moleculares, la guia de identificacion se sustituye
por una base de datos de codigos de barras de ADN
de procedencia conocida, con la que se pueden co-
tejar las secuencias de ADN mediante algoritmos
bioinformaticos. Los marcadores mas usados como
codigo de barras en evaluacion ecoldgica con diato-
meas epiliticas son una region corta del gen de la
rbeL (marcador cloroplastico) y la region hiperva-
riable V4 del gen 18S rRNA (marcador ribosomal)
(Zimmermann et al., 2014; Mora et al., 2017; Kelly
et al., 2020; Rivera et al., 2020). Ambos marcado-
res presentan regiones conservadas dentro de los
filos de las diatomeas que permiten la amplifica-
cion efectiva de una alta proporcion de especies
analizadas. La region 18S V4 tiene mayor rendi-
miento de amplificacién; sin embargo, su capaci-
dad de discriminacion es ligeramente inferior a la
del rbeL (Kelly et al., 2020; Kermarrec et al., 2013).
Cuando las diatomeas son el unico objetivo del es-
tudio, se necesita una region con gran capacidad
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de discriminacion y la rbcL parcial ha demostrado
ser adecuada. Por otro lado, el uso de cebadores
universales para la region 18S V4 permite cubrir un
rango de diversidad mayor que el de las diatomeas
exclusivamente, por lo que podria abrir el camino
a la evaluacion integrada de micro- y macrofauna
de sistemas acuaticos.

Materiales y equipos

1. Tag ADN polimerasa (existen distintas opciones
comerciales de ADN polimerasa; es recomen-
dable utilizar el formato de mezcla maestra
de PCR [Mastermix], que lleva todos los com-
ponentes necesarios para la amplificacion
[polimerasa, dNTPs, tampon de reaccion], ex-
cepto los cebadores y la muestra de ADN: por
ejemplo, Platinum Green Hot Start PCR Master
Mix 2x de Invitrogen, que también incluye un
colorante para su carga directa en gel)

2. Cebadores (Tabla 4)
3. Tubosde 1,5 mLy 0,2 mL

4. Micropipetas (10 pL, 20 pL, 200 pL) y puntas
de micropipeta

5. Contenedor con hielo picado o gradilla refrige-
radas

6. Termociclador o maquina de PCR



Tabla 4. Listado de cebadores para amplificar los marcadores rbcL y 18S.

Marcador Nombre Secuencia 5'-3' Ta Tamafo Referencia
rbcl-646F ATGCGTTGGAGAGARCGTTTC
rbcL-998R GATCACCTTCTAATTTACCWACAACTG | © |33 PP |Kellyetal, 2020
Stoof-Leichsenring
etal, 2012
Diat_rbcl_708F AGGTGAAGTTAAAGGTTCATACTTDAA 55°C |312 pb Vasselon et al., 2017
Reverse primer R3 | CCTTCTAATTTACCAACAACTG Bruder y Medlin,
rbcL 2007
Vasselon et al., 2017
DPrbclL1 (forward) | AAGGAGAAATHAATGTCT 50°C | 1400 pb Jones et al., 2005
DPrbcl7 (reverse) | AARCAACCTTGTGTAAGTCTC Kelly et al., 2020
Dtrbcl2F TCAGAACGGACTCGAATTAAA 59 °C | 600 pb Lang y Kaczmarska,
DtrbcL1R TTATACGTTTGCTGTTGGTGT 201
185 18S-F TCYAAGGAAGGCAGCAGGCGC 59°C |720pb | Guo etal, 2015
185-R GTTTCAGHCTTGCGACCATACTCC
DIV4for GCGGTAATTCCAGCTCCAATAG 50°C (420 pb Apothéloz-Perret-
185V4 DIV4rev3 CTCTGACAATGGAATACGAATA Gentil et al., 2017
region D512for 18S ATT CCA GCT CCA ATA GCG 50°C |420 pb Zimmermann et al.,
D978rev 185 GAC TAC GAT GGTATC TAATC 2011

Reaccién de amplificacion

Cada reaccion de PCR para la amplificacion de los
marcadores se realiza en 20 pL de volumen final
y contiene 50 ng de ADN (10 ng/pL), 1x de Plati-
num Green Hot Start PCR Master Mix y 0,25 pM de
cada cebador. Se prepara una mezcla maestra para
todas las muestras que contiene todos los compo-
nentes menos el ADN. En la Tabla 5 se muestra un
ejemplo de cantidades para amplificar un conjunto
de seis muestras y un control negativo (muestra sin
ADN). Siempre se calculan las cantidades de reac-
tivos para mas muestras por el error de pipeteo al
repartir. Se mezclan bien todos los componentes
en un tubo de 1,5 mLy se reparten 15 pl por cada
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muestra en tubos de 0,2 pl. A cada tubo se ahaden
5 pl de cada muestra de ADN y en el blanco se ana-
den 5 pl de agua ultrapura.

Tabla 5. Componentes y cantidades de los reactivos de la
mezcla maestra para la PCR.

Componentes Cantidades por 8x
tubo

Mastermix (2x) 10 pl (1x) 80 ul
Cebador 1 ul (0,25 pM) 8 pl
forward (5 pM)
Cebador reverse | 1l (0,25 uM) 8 ul
(5 M)
Agua ultrapura | 3 pl 24l




Una vez preparados los tubos con las reacciones,
se introducen en el termociclador. El programa de
PCR se inicia con una desnaturalizacion a 94 °C
durante 2 minutos, seguida de 35 ciclos en los que
se repiten los siguientes pasos: desnaturalizacion
a 95 °C durante 30 segundos, hibridacion de los
cebadores a 50-55 °C (dependiendo de la pareja
de cebadores) durante 30 segundos y elongacion
a 72 °C durante 30-90 segundos (dependiendo del
tamano del fragmento amplificado). Por ultimo, se
anade un paso de elongacion a 72 °C durante 2
minutos. En la Tabla 4 se detalla la lista de ceba-

dores usados para amplificar los dos marcadores
en diatomeas; en ella se indican la temperatura de
hibridacion de la pareja de cebadores y el tamano
del fragmento amplificado.

Una vez terminada la PCR, se visualiza el resultado
de la amplificacion en un gel de agarosa al 1,5 %
(p/v). En este caso se cargan en el gel 8 L de cada
reaccion de PCR, y el resto se reserva para enviar a
secuenciar. En uno de los pocillos se carga el marca-
dor de peso molecular. En cada muestra se debe ob-
servar una banda del tamano esperado (Figura 20).

Figura 20. Visualizacion de las muestras tras la amplificacion por PCR. (A) Fragmento parcial rbcL. Carril 1: marcador
de peso molecular; 2 a 7: muestras con amplificacion positiva (aprox. 600 pb); 8: muestra control negativo (blanco).
(B) Fragmento 18S V4. Carril 1: marcador de peso molecular; 2 a 7: muestras con amplificacién positiva (aprox. 300 pb);

8: muestra control negativo (blanco).

Las muestras positivas para la PCR se envian a un
servicio para su secuenciacion. Las secuencias ob-
tenidas se editan con un software de analisis de se-
cuencias, por ejemplo MEGAX (Kumar et al., 2018),
disponible en https://www.megasoftware.net. Una
vez editadas las secuencias, se las compara con las
bases de datos de secuencias GenBank en NCBI
(Centro Nacional de Informaciéon Biotecnologica,
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) y Boldsys-
tems  (http://www.boldsystems.org/index.php/Pu-
blic_BINSearch?searchtype = records).

41

En la pagina del Instituto Nacional de Investigacion
en Agricultura, Alimentacion y Medio Ambiente de
Francia (INRA) se encuentra una base de datos de
secuencias de diatomeas denominada Diat.barco-
de. Se trata de una biblioteca de referencia dedi-
cada a las diatomeas con una taxonomia curada a
nivel de género y especie, que se mantiene desde
2012. Diat.barcode recoge datos y metadatos para
el marcador rbcL y también, en menor medida,
para 18S. Se puede acceder libremente a través de
https:/lwwwé.inra.fr/carrtel-collection_eng/Barco-
ding-database (Rimet et al., 2019).



Capitulo 4

Obtencién del cédigo de barras genético
de cinco especies de diatomeas epiliticas
ecuatorianas bioindicadoras de la calidad del agua

El objetivo principal de este caso fue obtener el co-
digo de barras del ADN de diatomeas epiliticas ecua-
torianas con una amplia distribucion geografica, un
rango ecologico bien definido y caracteristicas que
les permiten ser especies indicadoras confiables
(Ballesteros et al., 2020). Para ello se aplicaron todas
las técnicas previamente descritas.

Sitios de muestreo

Se tomaron muestras de diatomeas de cuatro
puntos de rios distintos: rio Jambeli (-0.57296
~78.59418; 3162 m. s. n. m.), en la provincia de
Pichincha, rodeado de zonas agricolas y ganade-
ras; quebrada Corazon (-0.58661 -78.67343; 3601
m. s. n. m.), en la Reserva Ecologica llinizas (Pi-
chincha); un arroyo dentro de la Reserva Ecologica
Chimborazo (-1.41337 -78.86458; 3978 m. s. n.
m.); y un arroyo dentro del Parque Nacional Cajas
(-2.84271 -79.14182 3165 m. s. n. m.) (Figura 21).
La toma de muestras y su movilizacion se hizo bajo
el permiso MAE-DNB-CM- 2018-093, otorgado por
el Ministerio del Ambiente de Ecuador.
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Figura 21. JA: rio Jambeli; SP: quebrada Corazon; CH: arroyo
de deshielo del volcan Chimborazo; CA: arroyo del Parque
Nacional Cajas. Tomada de Ballesteros et al. (2020).



Resultados

De las muestras ambientales se obtuvieron seis cul-
tivos puros, a los que se dio un codigo en referencia
al sitio de muestreo: cepa JAO1a, JAO1b, JAOIc (Rio
Jambeli), CAOla (arroyo P. N. Cajas), CHOZa (arro-
yo Chimborazo) y SP02a (quebrada Corazon). La
identificacion morfologica se llevo a cabo median-
te microscopia electronica (Figura 22). Las cepas

correspondieron a cinco especies de interés: Nit-
zschia palea (Kutzing) W. Smith) (CAO1a), Nitzschia
Sonticola (Grunow) Grunow) (SPOla) y Sellaphora
seminulum (Grunow) D. G. Mann) (JAOlay b), como
especies tolerantes a la eutrofizacion; Eolimna mi-
nima (Grunow) (CHOZ2a), bioindicadora de aguas
mesotroficas; y Achnantidium minutisimun (Gru-
now) (JAO1c¢), de aguas oligotroficas.

Figura 22. Frustulas de las diatomeas aisladas bajo el microscopio electronico. (a-d) CAO1a Nitzschia palea (Kitzing) W. Smith).
(e-h) SP02a Nitzschia fonticola (Grunow) Grunow). (i-) JAOla y (m-p) JAO1b Sellaphora seminulum (Grunow) D. G.Mann).
(g-u) JAO1c Achnantidium minutisimun (Grunow). (v-y) CHO2a Eolimna minima (Grunow). Barra de escala: 1 pm (Ballesteros

etal., 2020).
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De los cultivos aislados se extrajo el ADN y se llevo
a cabo la amplificacion de los marcadores rbcL y
18S V4. Para el gen rbcL se amplifico un fragmento
de unas 300 pb, con los cebadores Diat_rbcl,_708F
y R3 (Tabla 4). La region 18S V4 rRNA se amplifico
con los cebadores DIV4For y Div4rev3 (Tabla 4).
Los amplificaciones se secuenciaron en el servicio
de secuenciacion de la UDLA (Quito, Ecuador) con
el equipo Biosystems® 3130 Genetic Analyzer. Las
secuencias se editaron con el software MEGAX (Ku-
mar et al., 2018) y los numeros de accesion del
GenBank para las secuencias de 185V4 rRNA vy
rbcL de este estudio son MN589666-MN589670 y

Tabla 6. Resultados de la comparacion de las

secuencias

MN603956-MN603960, respectivamente. Una vez
editadas, se compararon con la base de datos Gen-
Bank del NCBI con la herramienta Blastn. Los resul-
tados de la comparacion con las bases de datos se
muestran en la Tabla 6. Las identificaciones basa-
das en los codigos de barras en general coinciden
con las identificaciones mediante analisis morfo-
logico. Para los dos marcadores, las secuencias de
los codigos de barras obtenidos coincidieron con
un alto porcentaje de identidad con las secuencias
disponibles en la base de datos del GenBank para
las mismas especies provenientes de lugares tan
dispares como Australia o Alemania.

de cada cepa aislada encontrada en el GenBank

mediante BLASTN. % id.: porcentaje de identidad. N: numero de secuencias con el porcentaje de identidad indicado.

Tasva N Resutado N Resutado
mas similar mas similar
CAO%1a Nitzschia palea 99-100 % | 37 | KU341755.1 | Nitzschia palea 98-100 % | 104 | HF675122
CHO02a Eolimna minima 95-100% | 7 | KM084877.1 | Eolimna minima 9597 % 3 | KM084939.1
JAO1c Achnanthidium 93-100 % | 24 | KYB63464 Achnanthidium 97-100 % | 15 | KY863482.1
minutissimum minutissimum
JAQTb Sellaphora 93-100% | 6 | KR150677.1 | Sellaphora 95-100% | 4 | KM084937.1
seminulum seminulum
JAO1a Sellaphora 93-100% | 5 | KR150677.1 | Sellaphora 95-100% | 4 | KM084937.1
seminulum seminulum
SP02a Nitzschia fonticola | 90-98 % 3 | AJ867022.1 | Nitzschia fonticola | 99-100% | 4 | HF675068.1
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Conclusiones

Este trabajo pone de relieve la complementarie-
dad de la taxonomia clasica y la basada en codigos
de barras genéticos. Las secuencias de referencia
presentadas aqui estan vinculadas a imagenes
morfologicas detalladas, con el fin de iniciar una
biblioteca de referencia de codigos de barras para
las diatomeas de la region neotropical. Ademas,
este estudio demuestra que seria factible utilizar
los datos de codigos de barras ya existentes para
diatomeas epiliticas en el biomonitoreo de los
ecosistemas acuaticos en la region andina ecuato-
riana, utilizando herramientas moleculares como
el metabarcoding.
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Con este manual pretendemos animar a los estu-
diantes, técnicos y cientificos ecuatorianos a aislar
y obtener nuevos codigos de barras genéticos de
las especies de diatomeas epiliticas de la region,
para poder crear una base de datos de referen-
cia que nos permita estudiar la biodiversidad de
diatomeas y las condiciones ambientales de los
cuerpos de agua ecuatorianos. Esto es clave para
biomonitorear las comunidades de diatomeas epi-
liticas de forma eficaz y precisa mediante herra-
mientas moleculares.
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ANEXOS

Anexo 1

Modelo de ficha de laboratorio para registro de informacion referente a la toma

de muestras, identificacion y conteo

Ficha de laboratorio: Algas diatomeas epiliticas

1. Punto de muestreo

Codigo

Punto de muestreo

Curso de agua

Cuenca hidrogréfica

Coordenadas UTM

Datos del muestreo

Responsable de la toma de muestras

O N R W N

Condiciones climéticas

2. Preparacion de las laminas

Institucién

N.° de ldmina

1.
2.
3. | Datos de la preparacion
4.

Responsable de la preparacion

3. Identificacion taxonémica y conteo del namero de valvas

Responsable de la identificacion y el conteo

Taxon

N.° de valvas

55




Anexo 2

Especies de diatomeas encontradas en los rios Pita, Santa Clara y San Pedro
(cuenca alta del rio Guayllabamba)

Lamina 1. Especies de diatomeas encontradas en el punto 1.1 PI de la cuenca
del rio Pita, agosto de 2020
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ID SPECIES LENGTH (um) WIDTH (um)
1 | Planothidium lanceolatum (Brébisson) Lange-Bertalot 27.37; 7.8,
22.49; 7.3
19.79; 5.9
14.29; 53;
14.94. 4.9
2 | Navicula cf. gregaria Donkin 2691; 6.6,
28.36 6.2
3 | Nitzschia palea (Kitzing) W. Smith 73.73; 2.8;
39.65; 3;
36.92; 3.1;
34.34; 3.5
23.31 25
4 | Fragilaria recapitellata Lange-Bertalot & Meltzeltin 25.45; 4.8;
23.29; 4.6;
22.97; 3.9
21.01 6
5 | Cocconeis lineata Ehrenberg 19.27; 9.5;
16.60 8.4
6 | Navicula cryptotenella Lange-Bertalot 22.14 6.1
7 | Gomphonema parvulum (Kitzing) Kitzing sensu lato 15.82 5.5
8 | Sellaphora seminulum (Grunow) D. G. Mann 14.15 4.3
9 | Nitzschia soratensis Morales & Vis 13.50 2.6
10 | Reimeria sinuata (W. Gregory) Kociolek & Stoermer 18.12 43
11 | Navicula sp. 58.87 10.2
12 | Navicula cryptocephala Kitzing 46.81 8.7
13 | Epithemia adnata (Kutzing) Brébisson 55.01 12.3
14 | Fragilaria arcus (Ehrenberg) Cleve 71.50 6.1
15 | Ulnaria ulna (Nitzsch) Compére 93.16 133.82
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Lamina 2. Especies de diatomeas encontradas en el punto 1.3 PI de la cuenca
del rio Pita, agosto de 2020
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ID SPECIES LENGTH (um) WIDTH (um)

1 | Sellaphora seminulum (Grunow) D. G. Mann 11.95 35

2 | Eolimna sp. 7.87 4.1
Planothidium lanceolatum (Brébisson) Lange-Bertalot 22.33; 7.1;
14.35; 5.8;

13.47; 5

11.04 4.3

4 | Nitzschia soratensis Morales & Vis 11.36; 3.2
8.40 2.6

5 | Nitzschia ovalis H. J. Arnott 21.61 4.1
6 | Nitzschia palea (Kitzing) W. Smith 66.67; 3.1;
39.55; 2.8;

38.10 2.3

7 | Nitzschia cf. fonticola (Grunow) Grunow 20.97; 3;
14.99 3.2

8 | Fragilaria recapitellata Lange-Bertalot & Meltzeltin 29.02; 4.1;
23.71 4.2

9 | Fragilaria martyi (Héribaud-Joseph) Lange-Bertalot 16 53
10 | Reimeria sinuata var. sinuata (W. Gregory) Kociolek & Stoermer 15.31 4.8
11 | Rhoicosphenia abbreviata (C. Agardh) Lange-Bertalot 30.75 4.6
12 | Gomphonema pumilum var. rigidum E. Reichardt & Lange-Bertalot 37.83; 6.1;
29.73; 4.9;

21.23; 4.1;

18.35 4.3

13 | Gomphonema parvulum (Kitzing) Kitzing sensu lato 29.61, 7.9,

21.86; 6;

17.51 5

14 | Gomphonema sp. 34.78; 57,
32.10; 7.2;

26.23 7.1
15 | Gomphonema truncatum Ehrenberg 46.57; 13.4;
46.28 10.6

16 | Achnanthidium minutissimum (Kutzing) Czarnecki 18.07 3.1
17 | Cocconeis lineata Ehrenberg 27; 13.7;
26 12.2

60




18 | Melosira varians C. Agardh 28 (D=13.88) 11.2
19 | Navicula cryptocephala Kitzing 37.77, 7.1,
32.93; 5.9;

27.80 6.2

20 | Navicula radiosa Kitzing 71.83; 1.2
62.96; 10.1;

57.32 97

21 | Encyonema lange-bertalotii Krammer 36.91; 13.2;
24.69; 10.6;

21.60 4.7

22 | Encyonema silesiacum var. altensis Krammer 30.58; 9.4;
25.11; 7.2;

23.54: 6.1;

11.90 3.8

23 | Encyonema sp. 48.16 9.8
24 | Diploneis ovalis (Hilse) Cleve 35.93 18.7
25 | Pinnularia microstauron var. angusta Krammer 49.61 8.2
26 | Sellaphora bacillum (Ehrenb.) D.G.Mann 53.09 95
27 | Fragilaria arcus (Ehrenberg) Cleve 86.91; 6.1;
77 40; 12.1;

46.57; 12.9;

38.82; 1.7,

28.67 18.3

28 | Cymbella tumida (Brébisson) Van Heurck 70; 19.2;
58.32; 18.5;

49.90 15.3

29 | Nitzschia linearis (C. Agardh) W. Smith 104.27, 6.1;
101.49; 4.4;

95.75 5.8

30 | Rhopalodia gibberula Mereschkowsky 126.98; 10.8;
58.96 11.2

31 | Eunotia andinofrequens Lange-Bertalot & U.Rumrich 35.77 4.3
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Lamina 3. Especies de diatomeas encontradas en el punto 1.4 PI de la cuenca
del rio Pita, agosto de 2020
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ID SPECIES LENGTH (um) WIDTH (um)

1 | Planothidium lanceolatum (Brébisson) Lange-Bertalot 22.18; 7.9,
16.76; 6.1;

16.2; 7.2;

12.98 52

Planothidium sp. 28.28 8.2
Sellaphora seminulum (Grunow) D. G. Mann 12.58; 3.2

8.21 25
4 | Melosira varians C. Agardh 24.77 (D=19.18) 26.7
5 | Cocconeis lineata Ehrenberg 20.21; 11.9;
18.05 8.7

6 | Fragilaria vaucheriae (Kitzing) J.B.Petersen 27.28; 4.7;
22.85; 3.9

20.96 3.7

7 | Rhoicosphenia abbreviata (C. Agardh) Lange-Bertalot 24.33; 4.3;
17.86 5.1

8 | Nitzchia sp. 43.61; 2;
33.03; 2.1;

24.25 2.3

9 | Nitzschia cf. fonticola (Grunow) Grunow 19.39 2.7
10 | Nitzschia inconspicua Grunow 17.06; 2.8;
151 2.8;

1.56; 2.1;

9.80 2.2

11 | Reimeria sinuata var. sinuata (W. Gregory) Kociolek & Stoermer 13.13 4.8
12 | Pinnularia microstauron var. angusta Krammer 43.03 9.8
13 | Fragilaria recapitellata Lange-Bertalot & Meltzeltin 18.15 6.1
14 | Luticola mollis Lange-Bertalot & U.Rumrich 21.06 7.2

15 | Diatoma moniliformis (Kitzing) D.M Williams 20.22; 4;
18.92 4.1

16 | Gomphonema pumilum var. rigidum E. Reichardt & Lange-Bertalot 24.33 4.3
17 | Gomphonema parvulum (Kitzing) Kitzing sensu lato 21.13 1.2
18 | Navicula sp. 53.90; 10.1;
37.37 6.2

19 | Tabellaria flocculosa (Roth) Kitzing 24.31 8.2
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20 | Navicula cf. gregaria Donkin 29.52; 8;
28.94 6.7
21 | Fragilaria cf. leptostauron (Ehrenberg) Hustedt 20.70, 6.1;
14.87 5.8
22 | Epithemia sorex Kitzing 32.95 8.7
23 | Epithemia turgida (Ehrenberg) Kitzing 87.75; 14;
70.93 12.4
24 | Fragilaria tenera (W. Smith) Lange-Bertalot 113.93; 3.9;
63.35 4.1
25 | Rhopalodia gibberula Mereschkowsky 43.25 12.3
26 | Ulnaria ulna (Nitzsch) Compére 172.09; 7.5;
128,98; 7.9,
125.1 7.9

65




Lamina 4. Especies de diatomeas encontradas en el punto 2.1 PI de la cuenca
del rio Pita, agosto de 2020
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ID SPECIES LENGTH (um) WIDTH (um)
1 | Sellaphora seminulum (Grunow) D. G. Mann 18; 4.1:
7.67 2.8
2 | Achnanthidium minutissimum (Kitzing) Czarnecki 12; 1.6
10.08
3 | Fragilaria vaucheriae (Kitzing) J.B. Petersen 28.39; 4.7;
26.58 3.9
4 | Nitzschia soratensis Morales & Vis 16.23; 3;
13.68; 2.8;
11.44 3.1
5 | Nitzschia palea (Kitzing) W. Smith 33.47 4
6 | Planothidium lanceolatum (Brébisson) Lange-Bertalot 23.76; 7.1;
21.63; 7.3;
19.61; 6.2;
12.49; 5.1,
10.50 52
7 | Rhoicosphenia abbreviata (C. Agardh) Lange-Bertalot 40.14; 5.1;
21.87; 4.38;
18.84 4.1
8 | Reimeria sinuata var. sinuata (W. Gregory) Kociolek & Stoermer 20.07; 5;
13.37 4.1
9 | Gomphonema parvulum (Kitzing) Kitzing sensu lato 29.90; 6.1;
26.99; 7.1;
23.69 7
10 | Gomphonema pumilum var. rigidum E. Reichardt & Lange-Bertalot 15.86 3.7
11 | Cocconeis lineata Ehrenberg 45.73; 22.1;
42.81; 19.9;
28.57; 13.2;
21.97 98
12 | Cymbella naviculiformis (Auerswald) Krammer 47.61; 10.8;
41.95; 10.7;
40.20 10
13 | Navicula cf. gregaria Donkin 30.57 6.7
14 | Navicula cryptotenella Lange-Bertalot 29.93, 6;
24.18; 6.1;
2243 53

68




15 | Navicula radiosa Kitzing 79.12; 10.3;
1.08; 11;
68.34; 11.1;
62.76 9.2
16 | Encyonema minutum (Hilse) D. G. Mann 12.94 47
17 | Encyonema sp. 24.37 55
18 | Melosira varians C. Agardh 29.37 (D=16.31) 234
19 | Fragilaria arcus (Ehrenberg) Cleve 83.17; 59:
71.87 53
20 | Nitzschia linearis (C. Agardh) W. Smith 157.41; 3.2
119.94; 4.8;
95.36 5
21 | Ulnaria ulna (Nitzsch) Compére 148.37 6.9
22 | Pinnularia microstauron (Ehrenb.) Cleve 72.29; 13.1;
65.48; 12.8;
29.09 1.2
23 | Ecyonema chilense Krammer 57.94 14.3
24 | Cymbella tumida (Brébisson) Van Heurck 61.34 18.3
25 | Frustulia corneliae H. Lange-Bertalot & Rumrich 124.16 20.08
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Lamina 5. Especies de diatomeas encontradas en el punto 3.2 PI de la cuenca
del rio Pita, agosto de 2020
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ID SPECIES LENGTH (um) WIDTH (um)
1 | Nitzschia soratensis Morales & Vis 10.51; 2.6;
9.96 2.6
2 | Nitzschia cf. fonticola (Grunow) Grunow 20.63; 4.1:;
22.15 37
3 | Nitzschia palea (Kutzing) W. Smith 36.31 3
4 | Eolimna sp. 6.76 5.3
5 | Achnanthidium minutissimum (Kitzing) Czarnecki 13.47; 9.60 2.3
6 | Planothidium frequentissimum (Lange-Bertalot) Lange-Bertalot 16.88; 5;
16.56; 6.2;
15.77; 5.8;
14.29: 5
12.04 48
7 | Cocconeis lineata Ehrenberg 19.82; 97:
17.03 9.2
8 | Reimeria sinuata var. sinuata (W. Gregory) Kociolek & Stoermer 17.02; 4.1;
15.09; 4.8;
15.17; 5.1;
12.75 3.2
9 | Gomphonema pumilum var. rigidum E. Reichardt & Lange-Bertalot 22.42; 4.9,
21.87; 5;
14.18 4.1
10 | Navicula cf. gregaria Donkin 26.04; 5.8;
23.78 5
11 | Fragilaria recapitellata Lange-Bertalot & Meltzeltin 21 5.1
12 | Melosira varians C. Agardh 34.44 (D=21.09) 21.3
13 | Navicula radiosa Kitzing 81.37 1.1
14 | Cymbella tumida (Brébisson) Van Heurck 63.22 16.1
15 | Nitzschia linearis (C. Agardh) W. Smith 86.59 7.22
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Lamina 6. Especies de diatomeas encontradas en el punto 3.4 PI de la cuenca
del rio Pita, agosto de 2020
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ID SPECIES LENGTH (um) WIDTH (um)
1 | Nitzschia soratensis Morales & Vis 13.56; 2.9
10.30; 2;
7.16 3.1
Nitzschia cf. fonticola (Grunow) Grunow 18.59 2.8
Nitzschia palea (Kitzing) W. Smith 24.36 4
Achnanthidium minutissimum (Kitzing) Czarnecki 12.90; 3.1;
10.31 29
5 | Eolimna sp. 7.38 4.2
6 | Planothidium lanceolatum (Brébisson) Lange-Bertalot 19.52; 7.1;
16.19, 6.7,
15.68; 5.5
15.48 6.2
7 | Planothidium cf. biporomum (M.H.Hohn & Hellerman) Lange- 21.19 8.1
Bertalot
8 | Reimeria sinuata var. sinuata (W. Gregory) Kociolek & Stoermer 16.50; 4.2;
13.54 33
9 | Rhoicosphenia abbreviata (C. Agardh) Lange-Bertalot 27.48 6.1
10 | Gomphonema pumilum var. rigidum E. Reichardt & Lange-Bertalot 22.41; 4,
20.53 4.9
11 | Gomphonema lagenula Kiitzing 22.87; 5.4,
22.49, 5.9;
13.54 5.1
12 | Encyonema lange-bertalotii Krammer 32.76; 8.8;
20.06 54
13 | Encyonema minutum (Hilse) D. G. Mann 23.51; 5.3,
15.81; 5.1;
12.41 39
14 | Fragilaria recapitellata Lange-Bertalot & Meltzeltin 33.67; 4.8,
28.38; 4.1,
27.64, 4;
14.36 5.1
15 | Fragilaria capucina Desmaziéres 23.91 2.1
16 | Amphora copulata (Kitzing) Schoeman & R.E.M. Archibald 16.60 32
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17 | Cocconeis lineata Ehrenberg 42.53; 19.2;
26.55; 12.3;
16.76 7.7
18 | Navicula cf. gregaria Donkin 32.14; 6.8;
24.45 5
19 | Pinnularia microstauron var. angusta Krammer 25.37 5.3
20 | Navicula lanceolata Ehrenberg 55.39; 10.2;
54.53 9.9
21 | Navicula tripunctata (O.F. Miller) Bory 50.68 8.9
22 | Navicula cryptotenella Lange-Bertalot 23.88 5.8
23 | Fragilaria arcus (Ehrenberg) Cleve 55.74 5.9;
5.1
24 | Eunotia sp. 26.19
25 | Melosira varians C. Agardh 42.70 (D=29.18) 235
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Lamina 7. Especies de diatomeas encontradas en el punto SC1 de la cuenca
del rio Santa Clara, agosto de 2020
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ID SPECIES LENGTH (um) WIDTH (um)
1 | Navicula cf. gregaria Donkin 23.98; 6.1,
19.47 58
2 | Nitzschia soratensis Morales & Vis 20; 3.5
14.96; 3.9
14.86 33
10.51; 3.1
8.17 3.2
3 | Nitzschia cf. fonticola (Grunow) Grunow 26.06; 4.1:
24.2; 4,
18.36 3.8
4 | Nitzschia ovalis H.J.Amott 29.77 4.8
5 | Nitzschia palea (Kitzing) W. Smith 29.63 3.8
6 | Nitzschia amphibia Grunow 25.30; 5.5
14.71 53
7 | Planothidium lanceolatum (Brébisson) Lange-Bertalot 27.19; 7.8;
25.37; 8.1;
24; 6.7,
23.23; 7.9;
18.33 7.2
8 | Planothidium cf. biporomum (M.H.Hohn & Hellerman) Lange- 24.50; 7;7
Bertalot 16.53
9 | Sellaphora seminulum (Grunow) D. G. Mann 17.76; 4.1;
10.79 3.2
10 | Eolimna sp. 8.02; 3.1;
6.75 3.3
11 | Luticola goeppertiana (Bleisch) D.G.Mann 19.97 8.7
12 | Halamphora montana (Krasske) Levkov 16 3.1
13 | Fallacia sp. 12.51 4.7
14 | Navicula cryptotenella Lange-Bertalot 15.62 4.8
15 | Cocconeis lineata Ehrenberg 31.96; 14.3;
21.27 10.5
16 | Reimeria sinuata var. sinuata (W. Gregory) Kociolek & Stoermer 18.1; 5.1;
17; 4.8;
16.42 5.1
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17 | Gomphonema parvulum Kutzing 26.62, 6.1;
24.39; 5.3
23.71 6.2
18 | Gomphonema pumilum var. rigidum E. Reichardt & Lange-Bertalot 37.24; 6.1,
27.34; 4.8;
25.87 5.1
19 | Gomphonema lagenula Kiitzing 31.98 8
20 | Gomphonema sp. 30.66; 7.1;
23.60 6.3;
16.19 6.9
21 | Achnanthidium minutissimum (Kitzing) Czarnecki 13.55; 3.2;
12.98; 2.1;
12.87; -
10.37 24
22 | Rhoicosphenia abbreviata (C. Agardh) Lange-Bertalot 38.69 5.6
23 | Navicula lanceolata Ehrenberg 54.29; 11.3;
48.09; 12.1
42.67
24 | Navicula tripunctata (O.F. Miller) Bory 45.56; 9.1;
41.47 8.5
25 | Fragilaria vaucheriae (Kutzing) J.B. Petersen 26.19 5
26 | Encyonema silesiacum var. altensis Krammer 26.36; 7.8;
23.92; 10.1;
22.29; 8.4,
19.66 10.2;
7.9
27 | Encyonema lange-bertalotii Krammer 23.19; 6.1;
19.59; 6;
17.84 5.2
28 | Diatoma moniliformis (Kitzing) D.M Williams 26.69; 4.0;
21.03 4.8
29 | Surirella angusta Kutzing 32.25 9.3
30 | Fragilaria arcus (Ehrenberg) Cleve 42.23 6.8
31 | Pinnularia sp. 34.24 6.1
32 | Melosira varians C. Agardh (D=20.08)
33 | Nitzschia linearis (C. Agardh) W. Smith 127.06 55
34 | Fragilaria tenera (W. Smith) Lange-Bertalot 140.15 5.1
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Lamina 8. Especies de diatomeas encontradas en el punto SC2 de la cuenca
del rio Santa Clara, agosto de 2020
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ID SPECIES LENGTH (um) WIDTH (um)
1 | Sellaphora seminulum (Grunow) D. G. Mann 14.08; 2.8;
11.20; 3.4;
9.96 41
2 | Eolimna sp. 7.13 4.2
3 | Nitzschia soratensis Morales & Vis 20.42; 3.14;
18.87 3.2
12.47; 3.2;
11.15; 4,
8.79 3.8
4 | Nitzschia ovalis H. J. Arnott 30.67 41
5 | Melosira varians C. Agardh 52.57 (D=20.59) 15.2
6 | Reimeria sinuata var. sinuata (W. Gregory) Kociolek & Stoermer 14.20 3.8
7 | Gomphonema pumilum var. rigidum E. Reichardt & Lange-Bertalot 30.33; 4.1;
23.37; 3.5;
20.43; 4.2;
19.70; 3.8;
17.77 34
8 | Gomphonema sp.1 45.75; 8.3;
28.36; 6.1;
27.33; 5.8;
25.37 6.4;
9 | Gomphonemasp.2 25.66; 6.4;
24.48 5.1
10 | Gomphonema parvulum (Kitzing) Kitzing sensu lato 26.30; 9.1
24.85 93
11 | Gomphonema turgidum Ehrenberg 23.95; 7.6;
25.5 7
12 | Cocconeis lineata Ehrenberg 31.78; 15.2;
29.01; 13.5;
23.54 1.3
13 | Rhoicosphenia abbreviata (C. Agardh) Lange-Bertalot 22.87; 3.8;
18.27 43
14 | Nitzschia fonticola (Grunow) Grunow 34.16; 5.1;
23.43; 4.2;
16.04 42
15 | Nitzschia palea (Kitzing) W. Smith 26.19 4.1
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16 | Planothidium lanceolatum (Brébisson) Lange-Bertalot 25.54; 6.7;
24.07; 6.6;
12.89 6.1
17 | Planothidium cf. biporomum (M.H.Hohn & Hellerman) Lange-Bertalot 19 6.7
18 | Fragilaria recapitellata Lange-Bertalot & Meltzeltin 20.80; 4.8;
19.84 5.3
19 | Nitzschia amphibia Grunow 30.80 5.1
20 | Nitzschia clausii Hantzsch 31.75 4.3
21 | Nitzschia linearis (C. Agardh) W. Smith 134 5.1
22 | Pinnularia sp. 38.94 10.3
23 | Fragilaria arcus (Ehrenberg) Cleve 73.82 12.3
24 | Navicula tripunctata. (Miller) Bory 47.61; 8.7;
40.99, 7.1,
40.11 8
25 | Navicula cryptotenella Lange-Bertalot 26.75; 6.1;
24.04; 5.3;
23.05; 7,
21.91 6.2
26 | Cyclotella meneghiniana Kitzing (D=22.01) -
27 | Navicula lanceolata Ehrenberg 54.69; 97;
52.75; 10.8;
46.95; 1.5
42.05 11,6
28 | Navicula cf. gregaria Donkin 32.69; 6.3;
26.52 6.5
29 | Encyonema silesiacum var. altensis Krammer 31.28; 97:
23.01; 9.3;
27.41 95
30 | Encyonema minutum (Hilse) D. G. Mann 13.53 49
31 | Fragilaria vaucheriae (Kitzing) J.B. Petersen 30; 5.1;
26.8 39
32 | Luticola goeppertiana (Bleisch) D.G.Mann 21.77 7.3
33 | Sellaphora pupula (Kitzing) Mereschkovsky 21 8.3
34 | Placoneis undulata (Krasske) Lange-Bertalot 23.70 8
35 | Amphora meridionalis Levkov 47.61 8.5
36 | Ulnaria ulna (Nitzsch) Compére 121.64; 1.7;
133.11 6.3
37 | Fragilaria tenera (W. Smith) Lange-Bertalot 113.3 7.7
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Lamina 9. Especies de diatomeas encontradas en el punto SP3 de la cuenca
del rio Pita, agosto de 2020
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ID SPECIES LENGTH (um) WIDTH (um)
1 | Nitzschia soratensis Morales & Vis 19.04 3.6
9.12; 3.1;
7.68 2.3
2 | Nitzchia palea (Kutzing) W. Smith sensu lato 31.60; 4:
26.01 4
3 | Nitzschia amphibia Grunow 28.35; 3.2
14.63 45
4 | Nitzschia ovalis H. J. Arnott 27.03 48
5 | Nitzschia clausii Hantzsch 46.61; 4:
29.51; 3.8;
26.44 4
6 | Sellaphora seminulum (Grunow) D. G. Mann 19.85; 5.2;
14.85; 4.8;
9.81; 4.2;
9.31 3.9
7 | Eolimna minima (Grunow) Lange-Bertalot & W.Schiller 7.93; 3.1;
7.71; 3
5.91 3
8 | Planothidium lanceolatum (Brébisson) Lange-Bertalot 20.07; 6;
15.50 6.2
9 | Planothidium lanceolatum (Brébisson) Lange-Bertalot 31.36; 7:
26.33; 6.7;
21.49 6
10 | Navicula tripunctata (O.F. Mller) Bory 50.93; 8.3;
40.01 8.2
11 | Gomphonema pumilum var. rigidum E. Reichardt & Lange-Bertalot 27.65; 4.1;
23.93; 41;
18.80; 438;
17.59 4.3
12 | Gomphonema lagenula Kitzing 33.69; 7;
30.43; 6.5;
22.65 6.6
13 | Gomphonema exilissimum (Grunow) Lange-Bertalot & E.Reichardt 25.66 4.1
14 | Navicula cryptotenella Lange-Bertalot 24.54; 5.1;
21.76 48
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15 | Luticola goeppertiana (Bleisch) D.G.Mann 28.21; 7.3;
20.93; 6.3;
20 6.8
16 | Tabellaria flocculosa (Roth) Kitzing 19.97 7.9
17 | Fragilaria arcus (Ehrenberg) Cleve 60.33 5.8
18 | Cocconeis lineata Ehrenberg 26.59 6.8
19 | Pinnularia microstauron var. angusta Krammer 33.31 7.9
20 | Sellaphora cf. pupula (Kitzing) Mereschkovsky 27.05 6.8
21 | Amphora montana Krasske 19.39 -
22 | Encyonema sp. 20.25 5.1
23 | Fragilaria vaucheriae (Kltzing) J.B. Petersen 24.75 5
24 | Sellaphora bacillum (Ehrenb.) D.G.Mann 50.35 95
25 | Navicula lanceolata Ehrenberg 51.31 9.1
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Colecciones de UDLA Ediciones

ars

El termino latino ars, que se refiere tan-
to a la habilidad técnica como al talen-
to creativo del ser humano, da nombre
a esta coleccién que acoge obras de
arte que aportan al desarrollo cultural
de la comunidad.

-lo
J

-logia

-logia es una particula lingliistica de
origen griego cuyo concepto vincula
términos como «tratado», «ciencia» o
«estudio», palabras fundamentales que
caracterizan esta coleccion de escritos
tedricos sobre diversas materias, dentro
de las diferentes areas del conocimiento.

lo

post-

La coleccién post- toma su nombre
del prefijo que significa «detras de»
o «después de» y abarca las mejores
tesis provenientes de la Facultad de
posgrados de la UDLA.

4 b

eje

La coleccién eje presenta una serie de
conocimientos y saberes fundamenta-
les que permiten al lector sobrepasar
diversas etapas para comprender los
enunciados y explicaciones técnicas
sobre un elemento especifico.

nucleo

La coleccién nicleo retine obras clave
que concentran y sistematizan el co-
nocimiento para el continuo estudio y
desarrollo de la humanidad.

o

o

racimo

La coleccién racimo contiene anto-
logias de obras originales cientificas,
culturales o artisticas, completas o
fragmentadas, que se consolidan alre-
dedor de un hilo teméatico comun.

X

ethos

Ethos, término griego que describe el
conjunto de rasgos y modos de com-
portamiento que conforman la identi-
dad de una comunidad, es la coleccion
de textos de caracter cientifico, sus-
tentados en productos de proyectos
de vinculacién.

origo

La coleccion origo comprende inves-
tigaciones que registran el patrimonio
cultural: el pasado, la memoria social,
la historia y el origen de nuestra identi-
dad. De ahi su nombre latino, que sig-
nifica «origen», «comienzon, «inicio» y
«nacimiento».

Ruta es la coleccion de textos didacti-
cos y cualquier material de apoyo que
enriquezca el proceso de ensefan-
za-aprendizaje continuo de estudian-
tes de educacion media y superior.

IV

imago

El término imago, de origen latino y
que significa «imagen», da nombre a
la colecciéon de obras académicas de
gran formato donde priman la imagen,
la fotografia y la ilustracion.

o|-

pre-

La coleccién pre- toma su denomina-
cién del prefijo que Indica «anteriori-
dad local o temporal», recoge los me-
jores ensayos académicos o trabajos
finales de las carreras de pregrado de
la UDLA.

olo

simil

Simil representa la coleccion de libros
académicos literarios, los cuales expo-
nen tanto textos de analisis y critica
literarios como obras narrativas y poé-
ticas que evidencian la importancia y
el impacto de la cultura literaria en la
sociedad.
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Las diatomeas son algas que viven en casas hechas de vidrio, las cuales es-
tan adornadas con patrones intrincados y llamativos de silice. Pero no son
solo un bellisimo microorganismo, sino que ademas nos ayudan a eliminar
el diéxido de carbono de la atmdsfera y liberan hasta un 30% del oxigeno

que respiramos.

Las diatomeas tienen diferentes tolerancias a factores ambientales, como

la concentraciéon de nutrientes, pH, sélidos en suspensién, caudales, ele-
vacion y diferentes tipos de perturbaciones humanas. Por ello, son buenas
bioindicadoras para evaluar y monitorear la calidad de los cursos del agua,

que son la “sangre” de nuestro planeta.

En este libro proporcionamos varias herramientas para identificarlas a ni-
vel morfolégico y molecular, describiendo las tolerancias que tienen las
especies autdctonas de la sierra ecuatoriana. Las diatomeas nos cuen-
tan los problemas de salud de nuestros rios andinos, solo tendremos que

aprender a escucharlas. El futuro de la Tierra esta en tus manos.
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