Resumen

Conocer la diversidad microbianay su funcionamiento en el ambiente acuatico
resulta importante para entender el comportamiento y la presencia de
contaminantes, aprovechando de paso el potencial de los microorganismos
como bioindicadores, con el fin de implementar estrategias de biorremediacion
para estos ambientes. El objetivo de esta investigacion fue reconocer
microorganismos como algas, protozoos y metazoos en muestras ambientales,
evaluando diferentes condiciones de cultivo y alimentacion. Se presenta
los resultados recopilados en los ultimos afios en el area de Biotecnologia
ambiental de la Institucion Universitaria Colegio Mayor de Antioquia. Se tuvo
en cuenta un proyecto de aula realizado durante el semestre 2022-2 con la
creacion de un atlas digital. Se recolect6 muestras de lodos y biopeliculas
provenientes de plantas de tratamiento de aguas residuales, lixiviados, aguas
de lagunas, represas, quebradas, musgos y liquenes, cultivadas por BG11
bajo diferentes condiciones, encontrando gran diversidad bioldgica entre
protozoos ciliados, ameboides y flagelados, asi como una gran variedad de
metazoos como nematodos, rotiferos, tardigrados y copépodos.
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Ademas, algas verdes, diatomeas y filamentosas. Se observé variacion en su
prevalencia con relacion al tiempoy a las condiciones de cultivo. En conclusion,
este estudio logré mantener cultivos de algas, protozoos y metazoos a través
del tiempo, determinando su ecologia microbiana y su papel ecolégico como
bioindicadores ambientales.

Palabras clave: meiofauna; bioindicadores ambientales; ecologia microbiana;
diversidad biolégica.

Recognition of algae, protozoa, and metazoa as environmental bio-
indicators

Abstract

Knowing the microbial diversity and its functioning in the aquatic environment
is important to understand the behavior and presence of contaminants,
taking advantage of the potential of microorganisms as bio-indicators, to
implement bioremediation strategies for these environments. The objective of
this research was to recognize microorganisms such as algae, protozoa, and
metazoa in environmental samples, evaluating different cultures and feeding
conditions. The results collected in recent years in the area of Environmental
Biotechnology of the Institucion Universitaria Colegio Mayor de Antioquia
are presented. A classroom project carried out during semester 2022-2 with
the creation of a digital atlas was taken into account. Samples of sludge and
biofilms were collected from wastewater treatment plants, leachates, lagoon
waters, dams, streams, mosses, and lichens, cultivated in BG11 under different
conditions, finding great biological diversity among ciliate, amoeboid and
flagellate protozoa, as well as a great variety of metazoa such as nematodes,
rotifers, tardigrades, and copepods; in addition, green algae, diatoms, and
filamentous algae. Variation in their prevalence was observed about time and
culture conditions. In conclusion, this study was able to maintain cultures of
algae, protozoa, and metazoa over time, determining their microbial ecology
and their ecological role as environmental bio-indicators.

Keywords: meiofauna; environmental bio-indicators; microbial ecology;
biological diversity.

Reconhecimento de algas, protozoarios e metazoarios como
bioindicadores ambientais

Resumo

Conhecer adiversidade microbiana e seu funcionamento no ambiente aquatico
é importante para entender o comportamento e a presenca de contaminantes,
aproveitando o potencial dos microrganismos como bioindicadores, para
implementar estratégias de biorremedia¢do para esses ambientes. O objetivo
desta pesquisa foi reconhecer microrganismos como algas, protozoarios
e metazoarios em amostras ambientais, avaliando diferentes culturas e
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condicdes de alimentacdo. S3o apresentados os resultados coletados nos
ultimos anos na area de Biotecnologia Ambiental da Institucidén Universitaria
Colegio Mayor de Antioquia. Um projeto de sala de aula realizado durante o
semestre 2022-2 com a cria¢ao de um atlas digital foi levado em conta. Foram
coletadas amostras de lodo e biofilmes de estacdes de tratamento de aguas
residuais, lixiviados, aguas de lagoas, represas, corregos, musgos e liquens,
cultivados em BG11 sob diferentes condi¢bes, encontrando grande diversidade
bioldgica entre protozoarios ciliados, ameboides e flagelados, bem como uma
grande variedade de metazoarios, como nematoides, rotiferos, tardigrados e
copépodes; além disso, algas verdes, diatomac. Foi observada uma variacao
em sua prevaléncia em relacdo ao tempo e as condi¢des de cultura. Em
conclusdo, este estudo foi capaz de manter culturas de algas, protozoarios e
metazoarios ao longo do tempo, determinando sua ecologia microbiana e seu
papel ecolégico como bioindicadores ambientais.

Palavras-chave: meiofauna; bioindicadores ambientais; ecologia microbiana;
diversidade biologica.

Introduccion

La contaminacion del agua se define como cualquier alteracion en su
composicidn, ya sea quimica, fisica o bioldgica, que puede afectar la calidad
del aguay, generar un impacto dafiino en los organismos vivos consumidores.
En la actualidad, existen diversas fuentes de contaminacion; esta se puede
clasificar en varios tipos: en primer lugar, la contaminacion natural, causada
por microorganismos patdgenos como bacterias, virus, protozoos y metazoos;
estos pueden transmitir enfermedades gastrointestinales como el cdlera, el
tifus y la hepatitis, entre otras. En segundo lugar, la provocada por los desechos
organicos einorganicos vertidos en las aguas debido alas actividades humanas;
en ellos estan incluidos los efluentes industriales, domésticos y agricolas,
llevando estos ultimos, fertilizantes y pesticidas (Marchetti, 2010).

También terminan en el agua, sustancias como el petréleo, plasticos,
plaguicidas, detergentes y sustancias no solubles en ella, como los nitratos,
fosfatos y metales pesados. La contaminacion de los cuerpos hidricos afecta
principalmente la cantidad y calidad del agua disponible para el consumo
humano y animal; se estima que, diariamente, se arroja al medio ambiente
dos millones de toneladas de desechos a nivel mundial, los cuales terminan
en el agua.

Es importante tener en cuenta cémo estos medios acuaticos son grandes
reservoriosdemicroorganismos,loscualessonformadoresdeunmicroambiente
capaz de realizar procesos de mineralizacion y descomposicion de la materia
organica e inorganica, a partir de la comunidad de bacterias, algas, protozoos
y metazoos que actlan en conjunto para mantener la calidad estable de las
fuentes de agua ante la llegada de diversos compuestos; no obstante, si se
sobrepasa la capacidad de autodepuracion de dichos contaminantes, se altera
esta flora microbiana, deteriorando el funcionamiento del microambiente y la

209

Contenido



presencia de estos microorganismos (Madoni, 2011). Los mayores indicadores
de la calidad del recurso hidrico son las algas, protozoos y metazoos presentes
en lagunas, rios, quebradas, aguas estancadas, entre otras; estos poseen
funciones dentro de su microambiente, controlando las comunidades
bacterianas y otros microorganismos, indicando la calidad del cuerpo de agua
y los cambios que puedan ocurrir (Kolkwitz y Marsson, 1909).

El conocimiento de la diversidad microbiana y su funcionamiento dentro del
ambiente acuatico es esencial para conocer el comportamiento del medio en
el que se encuentran, asi como los contaminantes; de ahi la importancia de
conocer la fauna microbiana presente y su potencial como bioindicadores
de diversos contaminantes toxicos y, a su vez, implementar estrategias de
remediacion para dichos ambientes. El objetivo de esta investigacion fue
dar a conocer nuestra experiencia en el area de biotecnologia ambiental del
Colegio Mayor de Antioquia durante el semestre 2022-2. Como resultado de
un proyecto de aula a partir de muestras ambientales, se cre6 ademas un atlas
digital, con el fin de conocer la diversidad de microorganismos presentes en
diversos nichos ecoldgicos y determinar su papel ecolégico en estos ambientes.
Este atlas digital es una herramienta valiosa para entender la complejidad de
los ecosistemas y contribuir a su conservacién, por cuanto estos organismos
sirven como bioindicadores de dichos ambientes.

Problema de investigacion

En los dltimos afios ha habido un aumento en la investigacion de
microorganismos de interés ambiental, incluyendo protozoos y metazoos, los
cuales son relacionados comunmente como parasitos intestinales patégenos
qgue causan enfermedades gastrointestinales de origen hidrico, transmitidos
a través de aguas y alimentos contaminados. El descubrimiento de nuevos
microorganismos y el conocimiento existente sobre la microbiologia del agua
requieren un disefio mas elaborado de las normas, que eviten la aparicion
de bacterias, virus, hongos y parasitos patégenos en el agua de consumo
(Rios-Tobdn et al., 2017). Aunque estos microorganismos son conocidos
principalmente por su papel patdégeno, es primordial destacar sus cualidades
en los ecosistemas acuaticos, por cuanto pueden actuar como bioindicadores
ambientales. La literatura existente es limitada y no se ha explorado lo
suficiente la diversidad de protozoos, algas y metazoos provenientes de
diversos ambientes como aguas (crudas, estancadas y residuales), lodos,
biopeliculas, lixiviados, musgos y liquenes, en nuestro medio; por esta razon,
se requiere mas estudios que ayuden a comprender mejor la diversidad de
estos microorganismos y sus interacciones con el ambiente.

Metodologia
Recoleccion de muestras: las muestras fueron tomadas en diferentes lugares
del departamento de Antioquia; se recolecté muestras de lodos y biopeliculas

de plantas de tratamiento de aguas residuales (PTAR), lixiviados, aguas de
lagunas, represas, quebradas, musgos y liquenes; estas fueron tomadas en
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frascos limpios de plastico y/o vidrio, transportadas en refrigeracion hasta
los laboratorios de la Institucién Universitaria del Colegio Mayor de Antioquia
(IUCMA), donde permanecieron en nevera a 4 °C hasta su procesamiento.

Observacion microscépica inicial: las muestras recolectadas fueron
observadas empleando un estereomicroscopio, un microscopio éptico y un
microscopio invertido con contraste de fase; se hizo observaciones en frescoy
con lugol de Gram para determinar la riqueza biolégica de las mismas.

Condiciones de cultivo: se ensay6 varias formas de cultivo, escogiendo
finalmente el medio BG11; fueron depositadas en Erlenmeyers de 125 mL
con un volumen efectivo de 70 mL, para evitar zonas muertas de cultivo y/o
sedimentabilidad; fueron dispuestas en las siguientes condiciones de cultivo:

1. Aireacién constante con bomba de acuario y ciclo luz-oscuridad 12/12.

2. Agitacién (75 rpm) y ciclo luz- oscuridad 12/ 12, Erlenmeyer distribuidos
en cada shaker.

3. Agitacién (150 rpm) e iluminacion LED continua.

Las condiciones de laboratorio fueron constantes para las tres condiciones de
cultivo: temperatura ambiente 24-26 °C, humedad relativa 66 %. Las muestras
sembradas fueron alimentadas semanalmente con agua estancada, agua de
quebrada, agua lluvia y la microalga Chlorella vulgaris; finalmente, cada 15 dias
se realizé el recambio de parte del medio de cultivo, con el fin de mantener
vivos los microorganismos en estudio.

Evaluaciéon de parametros fisicoquimicos: en aras de correlacionar los
resultados obtenidos en el cultivo de la meiofauna en estudio, se tomé
parametros fisicoquimicos (pH y conductividad) en cada una de las muestras,
para determinar las condiciones durante el tiempo de experimentacion.

Clasificacion de organismos encontrados: de acuerdo con sus caracteristicas
morfolégicas, con la ayuda de literatura especializada, divididos en:

* Metazoos: micrometazoos y macrometazoos
* Algas: diatomeas, filamentosas y algas verdes
* Protozoos: ciliados, flagelados y ameboides.
Resultados
Observacion microscépica inicial
Selogréevidenciargrandiversidad demicroorganismosyorganismos presentes

en las muestras iniciales. A continuacién, se presenta algunos ejemplos de las
observaciones microscopicas de los microorganismos encontrados:
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Figura 1

Observaciones microscopicas: a. Ciliado; b. Copépodo; c. Tardigrado; d. Ciliado; e.
Alga filamentosa; f. Rotifero

Condiciones de cultivo

Figura 2

Condiciones de cultivo para los organismos en estudio, Centro de Biotecnologia
de la IUCMA
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Clasificacion de organismos encontrados

El equipo de trabajo responsable de este estudio se permite aclarar que
no somos bidlogos ni mucho menos taxénomos; por tanto, realizamos
aproximaciones en la clasificacién de los siguientes organismos:

Protozoos ciliados

Figura 3

Muestras de protozoos ciliados

Se pudo observar gran variedad de protozoos ciliados dentro de las muestras;
a partir de esto, se procedid a buscar bibliografia para indicar su potencial
como bioindicador. Asi, evidenciamos la diferenciacién entre ciliados en fijos
0 sésiles como Tokophrya sp; este ciliado sesil suctorio es bioindicador de
alta edad de fangos en condiciones alfa y beta-mesosaprobias mientras que,
Vorticella sp cuando aparece de forma dominante, estd asociado a condiciones
de buena aireacién y funcionamiento estable del reactor; por el contrario,
cuando aparece en baja densidad poblacional, se asocia a condiciones
transitorias (poco estables o de colonizacién). Es indicador, ademas, de la
ausencia de nitrificacién en el reactor bioldgico.

Otro tipo de protozoos ciliados son los nadadores; en este caso, encontramos
Paramecium caudatum, reportado para el control de la eutrofizacion de
lagos, lo cual representa una alternativa biorremediadora para cuerpos de
agua eutrofizados, mientras que su presencia esporadica en una planta de
tratamiento de aguas residuales (PTAR) indica fangos o lodos en formacién,
con carga organica alta; ademas, es frecuente hallarlo en filtros percoladores.
Se ha demostrado la capacidad de Paramecium sp para estar en consorcios y
actuar sobre aguas contaminadas con petrdleo, logrando degradar mas de un
50 % de hidrocarburos.

Uronema sp, otro ciliado nadador, es indicador de alta edad de lodos en
condiciones alfa beta-mesosaprobias. En algunas ocasiones se presenta como
organismo mayoritario en PTAR, funcionando a bajas edades de lodos o en
situaciones de sobrecarga organica y escasa oxigenacion (Isac et al., 2015).
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Protozoos ameboides

Figura 4

Muestra de protozoos ameboides

Los protozoos ameboides estaban distribuidos en todas las unidades
experimentales, a excepcién de las muestras cultivadas en agitacion e
iluminacién constante, en las cuales se promovié el crecimiento de algas.
Se pudo identificar algunos géneros de protozoos importantes como
bioindicadores; segun la informacion recopilada, hubo amebas tecadas
como Centropyxis sp, que se alimenta de restos de materia organica y recoge
fragmentos inorganicos para usarlos como capa protectora; indica buena
calidad de la depuracion en el proceso de tratamiento de aguas residuales. Por
otro lado, Arcella sp se ha reportado como indicador de buenos rendimientos
de depuracion; a elevadas concentraciones, indica baja carga organica, altos
tiempos de retencién celular, buena oxigenacion y condiciones de nitrificaciéon
(Zornoza et al., 2011). Pyxidula sp, a diferencia de las amebas descritas, no
presenta tanta informacion ecolégica; no obstante, esta asociada a depuracion
correcta. En general, las amebas tecadas estan asociadas a procesos exitosos;
no ocurre igual para las amebas desnudas, como es el caso de Mayorella sp; su
presenciaindica bajos rendimientos en la depuracién e inestabilidad de la carga
organica de entrada en el reactor; cuando aparece en elevadas densidades de
poblacion, indica la entrada de vertidos dificilmente degradables.
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Prozooos flagelados

Figura 5

Muestras de protozoos flagelados

Se hallé protozoos flagelados en menor cantidad, en comparacion con los
demas microorganismos; existen diversos tipos: unos, de vida libre y otros,
con capacidad de establecer relaciones simbidticas con diferentes especies
vegetales y animales: Crithidia spp., Leptomonas spp. o Phytomonas spp., entre
otros. Ademas, en este grupo muchos son parasitos del hombre (Caccio et al.,
2005).

Los protozoos flagelados desempefian un papel ecolégico importante en
nuMerosos ecosistemas acuaticos y terrestres. Estos organismos unicelulares
son un componente clave de la cadena alimentaria, por cuanto se alimentan
de bacterias y algas mas pequefias y, a su vez, son presa de organismos mas
grandes como los crustaceos y los peces. Ademas, los protozoos flagelados
son esenciales en la regulacién de la calidad del agua, ya que actian como
depuradores naturales en los sistemas acuaticos. Al alimentarse de bacterias y
otros microorganismos, contribuyen a reducir la carga de nutrientes y materia
organica en el agua.

Por ejemplo, se ha encontrado que Euglena sp. puede ser un indicador Uutil
de la presencia de alta concentracion de carbono organico en las aguas
residuales, debido a sus caracteristicas bioquimicas estan siendo utilizadas en
procesos de descontaminacién de aguas residuales (Mahapatra et al., 2013);
esto indica cdmo el agua residual entrante tiene sustancias organicas muy
diluidas, al igual que Peranema sp., aunque esta Ultima es compatible con
buenos rendimientos en la depuracion.

Los protozoos son buenos bioindicadores de toxicidad, por cuanto son mas
sensibles a los toxicos y a los cambios de oxigeno; por lo anterior, pueden
ser considerados como bioindicadores del funcionamiento de las PTAR y
constituyen una herramienta util para el control de las mismas, asi como para
la deteccidn y prevencién de posibles problemas operativos.
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Micro y macrometazoos

Figura 6

Muestras de micro y macrometazoos

Los micro y macrometazoos han venido tomando relevancia, dadas sus
multiples utilidades biotecnoldgicas. Un ejemplo de ellos son los tardigrados,
utilizados como modelos de investigacion para astrobiologia, exploracién
espacial y medicina, entre otros, debido a sus mecanismos de supervivencia
como criptobiosis, anoxibiosis, criobiosis, anhidrobiosis y ésmosis (Lagos et
al., 2013). Los tardigrados son ubicuos, encontrandose en aguas marinas y
dulces, habitats terrestres como musgos, liquenes, hepaticas, hojarasca, suelos
forestales, en todas las altitudes y latitudes, en algunos ecosistemas antarticos
como nunataks, llanuras costerasy glaciares, hasta en las trincheras oceanicas
mas profundas. Ademas de ser utilizados como indicadores ambientales, los
tardigrados podrian funcionar como indicadores de calidad de diferentes
sustratos, por su resistencia a metales pesados como el cobre, aunque falta
aun mucha investigacidn por realizar en este tema (Parada, 2022).

Otros micrometazoos de gran importancia como bioindicadores son los
rotiferos; en general, en nimero controlado indican eficiencia en la depuracion,
elevadas edades de fango y buena calidad del agua tratada, mientras que
Testudinella sp. no aparece habitualmente en fangos activos, si se encuentra
en biofilms o biopeliculas.

Por otra parte, segun Zornoza et al. (2011), los copépodos cumplen un papel
ecolégico dentro de su nicho, ya que son enlaces tréficos esenciales en las redes
alimentarias y pueden servir como bioindicadores de la presencia de metales
pesados; ademas, son utilizados en larvicultura marina (altas cantidades de
acidos grasos y antioxidantes). No es comun en fangos activados. Puede estar
asociado a una elevacién en la concentracion salina.

También nos pudimos dar cuenta de la alta presencia de nematodos, en
general, en la mayoria de las muestras; en lodos de PTAR, estos se alimentan
de protozoosy estan asociados a elevada edad de fangos. Poseen un potencial
prometedor reportado en algunos estudios, a la produccion de biomasa de
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nematodos a partir de lodos generados de las plantas depuradoras urbanas,
lo cual ayuda a disminuir la carga total del fango, generando una tecnologia
limpia y ecoldgica en el tratamiento de aguas residuales y en la biotecnologia
de nematodos, permitiendo alcanzar una economia circular mas consolidada
(Mufioz et al., 2022).

Microalgas

Figura 7
Muestras de microalgas

Las microalgas fueron los organismos con mas abundancia en este estudio;
son de vital interés ecologico y biotecnolégico pues, bajo ciertas condiciones,
muchas especies de ellas pueden acumular en altas concentraciones,
compuestos de interés comercial, como proteinas, lipidos, almidon, glicerol,
pigmentos naturales y biopolimeros; por tanto, constituyen un recurso muy
versatil para numerosas aplicaciones en diversos campos: en la acuicultura,
son utilizadas como fuente principal de alimento para moluscos, rotiferos,
peces y fases larvarias de crustaceos, ademas de contribuir a mantener
la calidad del agua. También son empleadas en el tratamiento de aguas
residuales, la detoxificacion biologica y el control de metales pesados en
aguas naturales o industrialmente contaminadas. Son utiles en la agricultura
como biofertilizantes y, en la industria biomédica y farmacoldgica para tratar
heridas, asi como en la produccién de sustancias de interés comercial como
vitaminas, pigmentos, aminoacidos, polisacaridos y enzimas. En la industria
de la fermentacién, son utilizadas como promotoras de crecimiento y para la
produccion de ceras, biosurfactantes, fosfolipidos, acidos grasos esenciales
y prostaglandinas. Ademas, los lipidos algales son una alternativa para la
produccion de biocombustibles (Gomez, 2007).

Conclusiones

De los proyectos realizados en estos aflos en biotecnologia ambiental, ala fecha
logramos mantener cultivos de algas, protozoos y metazoos durante cuatro
meses (lo que dura un semestre académico) en las diferentes condiciones de
cultivo, alimentando dos veces por semana. Se evidencié como las condiciones
de cultivo promueven un grupo especifico de organismos, asi: bajo las
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condiciones de cultivo de agitacion e iluminacion continua, el crecimiento de
algas verdesy algas filamentosas; mientras que, en las condiciones de ciclo luz-
oscuridad, aumentan las amebas tecadas, el nUmero de rotiferos, asi como la
variabilidad de las especies encontradas, siendo esta la mejor condicion para
los protozoosy metazoos. En la condicidn de aireacion, se produce evaporaciéon
de las muestras, dificultando el crecimiento de los organismos en estudio.

Se cambid laalimentacion de aguas lluvias por aguas estancadasy de quebrada,
con el fin de mantener los organismos vivos, debido a que las primeras
alimentaciones fueron pobres (aguas lluvias) y esto influy6 en la viabilidad
de los cultivos; si bien en este estudio no se logré el cultivo de tardigrados
provenientes de liquenes, fueron estos las muestras con el mayor aporte en el
numeroyvariedad de organismos, al ser comparados con las demas muestras.

Elalimento fue unfactor determinante en lavariacion dela ecologia microbiana;
asi mismo, se observé como la presencia de tardigrados esta determinada
por la abundancia de rotiferos y nematodos en las muestras de liquenes. En
las mediciones de los parametros fisicoquimicos se pudo evidenciar como las
muestras bioldgicas son muy sensibles a cambios en su alimentacion, como
los cambios en la conductividad y pH; por tanto, se debe correlacionar los
resultados fisicoquimicos con los bioindicadores encontrados en las muestras
evaluadas.

Gracias a la amplia variedad de organismos hallados, se ha logrado identificar
un gran numero de especies que han permitido la creacion de un atlas
que recopila informacién sobre el papel ecologico que cada organismo
desempenia, asi como las caracteristicas morfoldgicas principales, para su facil
identificacion. En consecuencia, se tiene como objetivo, mantener actualizado
este atlas, incluyendo organismos no documentados hasta ahora.

Recomendaciones

El trabajo colaborativo, de acuerdo con los equipos y fortalezas de los grupos
de investigacion, es fundamental para dar a conocer nuestra riqueza en
meiofauna; en nuestro caso, nos dimos cuenta que durante el desarrollo de
esta investigacion no contabamos con equipos especializados que permitieran
una identificacion morfoldgica de alta resolucion para diferenciar organelas 'y
estructuras claves para la clasificacion taxonémica, razén por la cual y, para
complementar nuestra experiencia, realizamos una pasantia con el grupo MIKU
de la Universidad del Magdalena, grupo que cuenta con amplia experiencia en
taxonomia de tardigrados. Asi mismo, nos apoyamos en el trabajo del grupo
Bioindicacion Sevilla, de la Universidad Complutense de Madrid, para los lodos
activados en PTAR. Deseamos continuar este estudio, con el fin de emplear los
bioindicadores en otros sistemas de tratamiento de aguas residuales como
reactores de biodiscos, MBR, humedales, entre otros.
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