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1. INTRODUCCION



1.1. LOS MICROORGANISMOS EN EL. MEDIO ACUATICO CONTINENTAL

Pricticamente todas las drcas ambientales conocidas se¢ encuentran colonizadas por
microorganismos que se han adaptado también a los diferentes sistemas acudticos existentes en
la Tierra. En casi todos ellos se encuentran microorganismos formando parte de las distintas
biocenosis (comunidades bioldgicas) con interrelaciones entre todos los grupos que las forman
y cuya distribucion, tanto cuantitativa como especffica, es muy diversa y es el resultado de la
cooperacién e interaccion de todos los factores bidticos y abi6ticos y, como €stos, estd sujeta
a unos cambios méds ¢ menos profundos de una manera constante (Rhodes y Kator, 1990).
Diversas investigaciones en ecologfa microbiana acuética han resaltado el papel que juegan las
bacterias heterdtrofas en la transformacidn de 1a materia orgdnica, reciclado de nutrientes y flujo
de energfa en los sistemas acudticos (Azam et al., 1983; Scavia y Laird, 1987; van Es y Meyer-
Reil, 1982; Zinabu y Taylor, 1989 a) y en las cadenas alimentarias, ya que [a actividad
heterotréfica de las bacterias sirve como via primaria por la que la materia orgdnica se hace
disponible a niveles tréficos supetiores (Azam et al., 1983; Hubbard y Chrzanowski, 1986;
Murray y Hodson, 1985; Zinabu y Taylor, 1989 b). Las bacterias concentran un carbono innitil
por disperso {(carbono orgdnico disuelto, C.0.D.), en un carbono de alta calidad (carbono
orgénico particulado, C.O.P.), titil para otros niveles tréficos (Murray y Hodson, 1985).

Existe una estrecha relacién entre la flora bacteriana de 1as aguas continentales y la del
suelo, Esto es particularmente importante en el caso de aguas corrientes, por estar expuestas
constantemente a la contaminacion procedente del suelo; de ahf 1a gran dificultad de separar
netamente una y ofra flora. Por tanto, muchas de las bacterias que podemos encontrar en las
aguas estdn presentes también en el suelo.

1.1.1. DISTRIBUCION EN AGUAS SUBTERRANEAS, MANANTIALES Y RIOS

En las aguas subterrdneas y de manantial la cantidad de bacterias es, por regla general,
escasa, debido a su pobreza en principios nutritivos y a la filtracién que sufren a través de las
distintas capas de suelo, Dada la escasa concentracién de materias nutritivas, las células suelen
ser pequefias, predominando los cocos méis diminutos y los bacilos cortos (Rheinheimer, 1987),
aunque algunos autores aseguran que los tamaifios de 1a mayorfa de 1as bacterias observadas no
son significativamente m4s pequefios que los obtenidos de aguas superficiales ricas en nutrientes
(Hirsch y Rades-Rohkohl, 1983). El espectro de especies varfa mucho segin la clase de agua,
teniendo una influencia muy importante 1a temperatura y 1a composicién de sustancias minerales



(Buchanam-Mappin et al., 1986, Filip et al., 1988; Hirsch y Rades-Rohkohl, 1983). En las aguas
superficiales la flora bacteriana es generalmente mucho mds rica en especies que en las

subterrdneas.

Las determinaciones del nimero total de bacterias en los rios no permiten dar una idea de
conjunto debido a la gran diversidad hidrogrifica, encontrindose diferencias enormes en la
cantidad de bacterias dependiendo en gran manera de si son tios 0 arroyos limpios, de regiones
montafiosas o selviticas, o si se trata de rfos que atraviesan zonas pobladas, todos ellos
contaminados.

También se pueden encontrar grandes oscilaciones en ¢l perfil longitudinal de los rios,
atribuibles principalmente a la influencia que ejercen los afluentes, la evacuacién de aguas
residuales, las instalaciones portuarias y otros factores entre los que debemos incluir la
autodepuracion natural del rfo. Contrariamente a lo dicho respecto al perfil longitudinal, tanto
el transversal como el vertical ofrecen diferencias relativamente escasas en 1o concerniente al
nimero de bacterias puesto que 1a corriente y el viento remueven constantemente el agua, 10 que
hace que, tanto las bacterias como Ia materia que usan para alimentarse, se distribuyan mds
uniformemente. S6lo se pueden advertir diferencias de cierta consideracién en las riberas y en
el fondo,

En los rios y arroyos un factor importante €s la velocidad de las aguas, gue influye tanto
en el nimero de microorganismos presentes como en la composicion de las comunidades
microbianas. L.as aguas que corren a gran velocidad son poco productivas y tienen una
micropoblacion pobre en especies, que han de adaptarse a las condiciones extremas determinadas

por 1a corriente.

En cuanto a las oscilaciones estacionales en la bibliografia se suelen citar dos modelos
dependiendo del grado de contaminacion. En los rios contaminados no es raro encontrar un
m4ximo invernal, con un nimero total de bacterias considerablemente mayor en la estacién fria,
que se atribuye a unas condiciones de vida y nutricién mds favorables para las bacterias que
llegan conducidas por las aguas residuales, ya que, si bien un aumento de la temperatura
aumenta la actividad y disminuye el tiempo de generacién de estas bacterias, también aumenta
la accién toxica y se acelera la autolisis (Granai y Sjogren, 1981). Esto, unido a que los efectos
deletéreos combinados de la luz y la presencia de microbiota natural son generalmente mayores
a temperaturas més altas (Anderson et al., 1983; McCambridge y McMeekin, 1979; Rhodes y



Kator, 1988), hace que en verano se obtenga un niimero menor (Awong et al., 1990). Se pueden
obtener aumentos transitorios en el ndmero total de bacterias durante 1as crecidas de los rios, ya
que los terrenos inundados originan una intensa contaminacién adicional a la vez que aportan

nuevos nutrientes.

En cambio, en los rfos que no sufren ninguna contaminacién apreciable a causa de las
aguas residuales, no se observa el ritmo estacional indicado anteriormente. Tanto el nimero total
de bacterias como ¢l de las saprofitas depende en este caso mucho més de las sustancias
nutritivas producidas en el mismo rfo, sobre todo por el fitoplancton. Por consiguiente, el
miximo no corresponde al invierno sino a las épocas de mdxima produccién por parte del

fitoplancton (primavera y otofio o las postrimerfas del verano).

1.1.2. DISTRIBUCION EN LAGOS Y EMBALSES

En los lagos formados por aguas subterrdneas hay muchas bacterias de las existentes en
esas aguas, a las que se pueden sumar otras especies, en mayor 0 menor nimero, dependiendo
de las condiciones fisico-qufmicas. En cambio a los 1agos fluviales y a los embalses afluyen rios
que van a influir en su micropoblacion, siendo esta influencia tanto mayor cuanto menor sea el
lago o embalse, aunque la flora bacteriana lacustre siempre serd diferente a la fluvial debido a
lag diferencias existentes entre ambos medios.

El mimero total de bacterias en lagos y embalses, asf como su distribucin estacional, va
a depender del grado de contaminacién y del estado tréfico de los mismos. En los no
contaminados y oligotr6ficos el niimero méaximo de bacterias suele coincidir con la época de
mayor produccién por parte del fitoplancton, es decir 1a primavera, principio del otofio o final
del verano. En lagos y embalses contaminados por aguas residuales se puede obtener un maximo

en invierno como ya hemos comentado en el caso de los rfos.

La distribucion vertical de las bacterias en zonas de clima templado ofrece grandes
diferencias estacionales (Chrzanowski y Hubbard, 1988). En la época cdlida 1a capa superior se¢
calienta, lo que origina una estratificaciéon estable formada por una capa superior caliente o
epilimnion y otra inferior frfa o hipolimnion. La temperatura desciende con brusquedad entre
una y otra, lo que da lugar a una capa de transici6n térmica denominada termoclina o
metalimnion. Estas tres capas, mientras dura esta situacion, son totalmente inmiscibles. La

estratificacion térmica de la época estival tiene naturalmente una importancia extraordinaria para



la biologfa; en las tres capas no s6lo es muy diverso el nimero total de bacterias, sino también
su composicién espectfica, su crecimiento y su actividad (Lovell y Konopka, 1985 b, ¢; Nagata,
1984).

Estas diferencias pueden ser particularmente importantes en los lagos y embalses
eutrdficos, en cuyo hipolimnion, durante la estratificacion, llega a desaparecer por completo el
oxfgeno disuelto, lo que impide ¢l desarrollo de algunas poblaciones bacterianas, conduce a un
fuerte descenso en los recuentos de bacterias aerobias totales (Lewis et al., 1986; Schmaljohann

et al., 1987), y favorece el de otras, como sulfobacterias, clostridios 0 Desulfovibrio.

El epilimnion: bien iluminado y templado constituye la zona productiva por la capacidad
asimilativa del fitoplancton que se desarrolla abundantemente. El desarrollo fitoplancténico estd
ligado al estado trdfico del lago o embalse, siendo mds escaso en los oligotrdficos, mientras que
en los eutrdficos se pueden producir "florecimientos” durante toda la época cdlida. En el
hipolimnion, de escasa o nula iluminacion, tiene lugar la desintegracion de la materia orgénica,
llevada a cabo por distintos grupos de microorganismos, dependiendo de la existencia o no de
oxfgeno. A nivel de 1a termoclina o metalimnion es frecuente obtener los mayores recuentos de
bacterias heterétrofas (Lovell y Konopka, 1985 b, ¢, d), poblacion formada en su mayor parte
por bacterias proteoliticas.

Cuando liega la época fria, se produce un enfriamiento de la capa superior que cae sobre
las otras, produciéndose 1a mezcla de 1a columna de agua. Esto estd ocuttiendo continuamente
durante todo el invierno, por lo que a esta etapa se la denomina de circulacién. Durante esta
época la distribucién de bacterias es mucho més uniforme puesto que 1a columna de agua se
encuentra en mezcla continua.

Los perfiles longitudinal y transversal de los lagos y embalses grandes, con frecuencia
ofrecen también diferencias importantes en el contenido de bacterias del agua. Los r{os y arroyos
que afluyen al 1ago o embalse pueden tener influencia en el mimero de microorganismos, que

disminuye, por regla general, a medida que aumenta la distancia a las orillas.

También influye la climatologfa; después de precipitaciones intensas puede aumentar,
aunque de manera transitoria, el mimero de bacterias en €l agua, asf como la cantidad de esporas
de hongos. Otras veces el aumento se observa en la actividad heterotréfica, sin detectarse

grandes aumentos en el niimero de bacterias (Hubbard y Chrzanowski, 1986). Esta influencia



es tanto mayor cuanto menor sea €l lago o embalse.

L.2. INFLUENCIA DE LOS FACTORES FISICO-QUIMICOS

Hay una gran cantidad de factores fisico-quimicos que influyen sobre el desarrollo y
supervivencia de los microorganismos en las aguas. Esta influencia no s6lo se produce sobre €l
nimero de bacterias presente y sobre la composicitn en especies de las poblaciones microbianas,
sino gue algunos factores repercuten sobre la morfologia y fisiologia de los microorganismos,
pudiendo alterar considerablemente el metabolismo, la forma celular o 1a reproduccion de
muchas especies ¢ incluso pueden inducir a una incapacidad para formar colonias en medios
bacteriolégicos estandar (Barcina ef al., 1989, 1990; Buchanam-Mappin ef al., 1986; Byrd et al.,
1991; Garcfa-Lara er al, 1991; Lépez-Torres et al., 1988; Munro et al., 1987, Roszack y
Colwell, 1987; Roszack er al., 1984; Singleton ef al., 1982; Tamplin y Colwell, 1986; Xu et al.,
1982).

Aunque los diversos factores de los medios naturales que pueden influir sobre los seres

vivos son numerosos, algunos destacan sobre los demés por su importancia particular.
Luz

La luz es un importante factor ecolégico en las aguas. La intensidad luminosa
biol6gicamente activa se conserva s6lo en las capas superiores, variando la profundidad en
funcién de 1a intensidad de 1a radiacién solar y de 1a turbidez. Si se trata de aguas muy turbias,
la influencia de ia luz es posible dnicamente en la capa superior de pocos centimetros de
espesor; pero en aguas muy claras los efectos pueden extenderse a aigunos metros de
profundidad.

Como fuente de energfa la luz es importante para el fitoplancton, estando 1a produccién
primaria fuertemente influenciada por la intensidad de Iuz (Lovell y Konopka, 1985 b); pero la
irradiacion intensa dafia considerablemente a muchas especies cuyas condiciones 6ptimas en

verano no se encuenfran en la superficie sino a unos pocos metros de profundidad.

La penetracién de la radiacién ultravioleta més perjudicial biolégicamente (UV-B, 280-320
nm) se ve reducida en aguas de embalses y estuarios en comparacién con aguas de océano
abierto, debido a la absorcién selectiva de las longitudes de onda mds cortas por parte del



material orgdnico disuvelto, 1a clorofila y la materia particulada. Por consiguiente las bacterias
de la zona f6tica estdn expuestas principalmente a la luz visible (400-775 nm) y en menor
medida al ultravioleta cercano (UV-A, 320-400 nm). Aunque 1os fotones de estas longitudes de
onda m4s largas se consideran generalmente menos dafiinos biolégicamente, retrasan o impiden
el crecimiento de poblaciones bacterianas tanto aldctonas como autictonas (Rhodes y Kator,
1990; Sieracki y Sicburth, 1986).

Numerosos autores han estudiado el efecto de 1a luz sobre poblaciones bacterianas. Bailey
et al. (1983) estudiaron su efecto inhibidor sobre las bacterias en la bahia de Chesapeake
(EEUU) y observaron que, con el aumento dec 1a radiacién, se producfa una disminucion de 1a
tasa de supervivencia de las bacterias y que la proporcion de poblacién activa se reducia de un
93% a un 20%. Barcina et al. (1989, 1990), estudiando la supervivencia de Escherichia coli y
Enterococcus faecalis bajo iluminacién por luz visible en agua dulce, observaron que después
de 72 h la mayorfa de las células de ambas cepas perdian su capacidad para formar colonias en
medios de cultivo adecuados, manifestando ademds una actividad metabdlica reducida. Otros
autores obtuvieron también una répida reduccién en los recuentos de viables de bacterias
entéricas después de la exposicién durante pocas horas a 1a luz del sol (Cornax ez al., 1990;
Fujioka et al., 1981; Fujioka y Narikowa, 1982; Kapuscinski y Mitchel, 1981; Rhodes y Kator,
1990). Algunos autores han observado que la accion conjunta de la luz y la presencia de
microbiota natural pueden tener un efecto exacerbado sobre las bacterias entéricas
(McCambridge y McMeekin, 1981; Rhodes y Kator, 1990).

I.a influencia perjudicial de la luz afecta mucho mds a las bacterias incoloras debido, no
s6lo al componente ultravioleta, sino también a la participacion de la radiacion visible (Fujioka
et al., 1981; Kapuscinski y Mitchel, 1981; McCambridge y McMeekin, 1981). En el caso de las
bacterias pigmentadas que contienen carotenoides la tolerancia es mayor, no produciéndose
ninguna inhibicién si la intensidad luminosa es normal, teniendo incluso una mayor resistencia
a los rayos ultra-violeta; por eso muchas bacterias que se encueniran en el aire son intcnsamente
pigmentadas ya que, al aumentar 1a pigmentacién, se reduce la tasa de mortalidad a causa de 1a
luz.

Temperatura

I.as manifestaciones vitales de todos los microorganismos estdn supeditadas a la

temperatura, que influye tanto sobre la tasa de crecimiento y supervivencia (Barcina ef al., 1986,



Lovell y Konopka, 1985 a) como sobre 1as necesidades nutritivas y, en menor medida, sobre la
composicién qufmica y enzimdtica de las células (Anderson ez al., 1983; Davenport et al., 1976;
McFeters y Stuart, 1972). En lineas generales, al aumentar la temperatura, dentro del margen
eugenésico, aumenta Ia actividad vital y se reduce el tiempo de generacién. Cuando se reduce
la temperatura por debajo de la minima se produce a menudo la detencién de las actividades
metabdlicas, pudiendo muchos microorganismos persistir mucho tiempo en este estado de vida
latente, Temperaturas cercanas a la mixima y a la mfnima pueden provocar alteraciones

morfolégicas, como por ejemplo E. coli que a 7°C forma células filamentosas.

Pero los efectos inequivocos de la temperatura in vitro, en cultivo puro y condiciones
¢ptimas, no se observan a veces mis que diffcilmente o nunca en la naturaleza, ya que, en
primer lugar, aqui concurren gran nimero de seres vivos muy diversos, con procesos paralelos
0 antagénicos, de ahi que la influencia de la temperatura no pueda determinarse siempre para
cada una de 1as especies por separado; adem4s, otros muchos factores se suman a la temperatura,
ejerciendo su influencia sobre las distintas poblaciones microbianas.

Rheinheimer (1987) afirma que, aunque un incremento de la temperatura aumenta la
actividad y disminuye el tiempo de generacién, también aumenta la accidn t6xica y acelera la
autolisis; por eso no es raro que 1os recuentos de bacterias heterétrofas en aguas contaminadas,
con predominio de microorganismos aléctonos, sean mds altos en invierno que en verano, ya
que las bajas temperaturas invernales hacen mds lentos todos los procesos prolongando la
supervivencia de estas bacterias; en cambio, en aguas limpias el ntimero total de bacterias suele
SEr mayor en verano porque muchos microorganismos pueden multiplicarse intensamente en las
aguas con temperaturas estivales. Nagata (1984) comprob6 que los recuentos bacterianos en el
lago Biwa estaban correlacionados con la temperatura. Otros autores han observado también que
1a supervivencia de E. coli y otras bacterias entéricas es mayor a temperaturas bajas (Granai y
Sjogren, 1981; McCambridge y McMeekin, 1980 b; Sjogren y Gibson, 1981; Vasconcelos y
Swartz, 1976).

Generalmente el efecto de algunos factores sobre las bacterias entéricas es mayor a
temperaturas mds altas. Por ejemplo, la presencia de microbiota natural: mientras que en
muestras de aguas naturales la supervivencia de bacterias entéricas es mayor a temperaturas m4s
bajas, cuando el agua es filrada se obtiene mayor supervivencia de estas bacterias a
temperaturas cilidas (Anderson et al, 1983; Rhodes er al., 1983; Rhodes y Kator, 1988).

También los efectos deletéreos combinados de 1a luz y 1a presencia de microbiota natural son



mayores a temperaturas altas (Anderson et al, 1983, Faust er al, 1975; McCambridge y
McMeekin, 1979, 1980 a, 1981; Rhodes y Kator, 1988, 1990; Vasconcelos y Swartz, 1976).

Por tanto el efecto de la temperatura dependerd de las condiciones del medio. Lo que es
indudable es que las oscilaciones estacionales de la temperatura provocan en todo caso una
alteracién de las poblaciones microbianas. Las diferencias en la supervivencia de bacterias
alGctonas, principalmente enterobacterias, en funcion de 1a estacion, también estdn relacionadas
con la microbiota autictona, cuyas densidades son mayores en la estacion cédlida, por 1o que
muchos autores encuentran, durante la €poca estival, una menor supervivencia de las poblaciones
de enterobacterias, obteniendo grandes diferencias entre los resultados en muestras filtradas y
no filtradas (Anderson et al, 1983; Rhodes y Kator, 1988).

Turbidez

La turbidez del agua ejerce también influencia sobre 1a vida de los microorganismos. Estd
originada por el seston que es el conjunto de materias que s€ encuentran €n suspension en el
agua y que podemos dividir en tres grupos:

- Sustancias de origen mineral, gencralmente transportadas desde el suelo

- Materiales detrfticos, orgénicos € inorgdnicos, finamente triturados

- Plancten, es decir, organismos en suspensién
El conjunto de los dos primeros se denomina tripton.

Una buena referencia de 1a turbidez 1a podemos obtener a partir de la profundidad del
disco de Secchi y también se puede determinar dpticamente con un espectrofotémetro. El
enturbiamiento es muy variable en los distintos medios acuéticos. Es muy escaso en los rios y
arroyos limpios y en los lagos y embaises oligotréficos, y mucho mayor en aguas contaminadas
y lagos y embalses eutréficos. Carballo (1987) en un estudio comparativo de dos embalses, uno
oligotréfico y otro eutréfico, observa grandes diferencias en las profundidades de disco de
Secchi; mientras que en el primero obtenfa valores entre 5 y 8 metros, en el segundo raramente
llegaban a alcanzar el metro de profundidad.

El seston desempefia un papel muy importante como sustrato de muchos microorganismos.
Los materiales detrfticos, en particular, son portadores a menudo de una flora compuesta de
numerosos hongos y bacterias. Estos microorganismos pueblan no solamente 1os compuestos

orgénicos, que pueden utilizar como alimento, sino también los inorgdnicos. Las materias en



supensién, tanto de procedencia orgdnica como de origen mineral, adsorben sobre su superficie
sustancias nutritivas que estdn disueltas en el agua a una concentracion baja, de tal manera que
los microorganismos encuentran alli unas condiciones de alimentacién m4s favorables que si
estdn libres en el medio lfquido. Esto es tanto mds patente cuanto menos abundantes sean las
sustancias nuiritivas en el agua. Adem4s, 1a adsorcién a particulas detriticas también ofrece una
proteccién frente a sustancias toxicas e inhibidoras y frente a 1a luz solar. Por esto es frecuente
encontrar un paralelismo entre la turbidez y la concentracién bacteriana, lo que no quiere decir
que un aumento o disminucién de los residuos detriticos siempre tenga como consecuencia el
incremento o reduccién de 1a poblacién bacteriana. En general, 1os aumentos de la turbidez que
van acompaiiados de una elevacion considerable del mimero de bacterias, son atribuibles, al
menos en parte, a un aumento de la materia orgénica en suspensién; pero si la concentracion
bacteriana varfa muy poco, habrd que buscar las causas en un aumento de las sustancias
inorgdnicas. Puede decirse que 1a turbidez tiene una influencia indirecta, su efecto depende sobre
todo del papel que desempefien otros factores como 1a luz y Ia concentracién de nutrientes.

La proporcién de microorganismos que crece sobre los detritos respecto al total de la
microflora puede ser muy variable. Mientras que en aguas claras el porcentaje medio suele ser
bastante bajo, en las aguas turbias éste puede llegar a ser muy elevado, incluso superior al 90%.

pH

El valor del pH influye poderosamente sobre el crecimiento de los microorganismos. La
mayorfa de las bacterias se desarrollan dnicamente dentro del margen de pH comprendido entre
4 y 9, fluctuando el 6ptimo entre 6,5 y 8,5, valores que predominan en casi todos los medios
acudticos estudiados, estando en muchos lagos y embalses en torno a 7. Durante 1a época de
floracion del plancton el pH puede aumentar notablememte, pudiendo llegar en lagos eutréficos
a 9,5 6 10. Esto repercute 16gicamente sobre la composicion de las poblaciones bacterianas
(Klein y Alexander, 1986). Al producirse 1a descomposicién de algunas algas, tiene lugar un
descenso del pH por los 4cidos presentes en sus jugos celulares. En diversos medios naturales
se ha observado que durante esta descomposicin se producia un incremento en el nimero de
levaduras relacionado con un descenso del pH (Rheinheimer, 1987).

Aunque el pH 6ptimo de crecimiento para muchas bacterias esté alrededor de 7, algunos

autores (Granai y Sjogren, 1981; Sjogren y Gibson, 1981) han observado en estudios realizados

con Enterobacter, E. coli y otras enterobacterias, que 1a supervivencia es mucho mayor cuando

10



el valor del pH del agua desciende a valores ¢n torno a 5,5. Esto lo atribuyen a que estos valores
de pH, unidos a temperaturas bajas y a 1a presencia de iones tales como Ca**, Mg™* y Fe*',
favorecen la utilizacion de componentes celulares internos.

Grandes variaciones en Ia concentracidn de hidrogeniones provocan alteraciones
fisiol6gicas y, no raramente, también morfoldgicas. Algunos microorganismos pueden producir
formas de involucion, las células normalmente aumentan de tamafio y pueden formar
ramificaciones.

Concentracion salina

El nivel de concentracién salina determina muy especialmente 1as comunidades biologicas
que pueblan las aguas. La proporcion relativamente alta de NaCl del agua de mar hace que los
organismos de agua dulce y salada sean fisiolégicamente distintos. I.a mayorfa de los
microorganismos que viven en lagos y rfos limpios son més o menos hal6fobos y no pueden
desarrollarse en las aguas que contengan una concentracion salina superior al 10%e. S6lo un
nimero relativamente limitado de ellos son halotolerantes. Estos se encuentratl en mayor o
menor ndmero en casi todas 1as aguas continentales, pero abundan particularmente en Ias aguas
residuales urbanas y en los rfos y lagos muy contaminados. En cambio, la inmensa mayoria de
las bacterias y hongos que viven en el mar son hal6filos.

Existen numerosos estudios sobre el efecto toxico del agua de mar sobre bacterias
entéricas que indican que, incluso en ausencia de microbiota natural, hay un marcado descenso
en el mimero de bacterias entéricas después de su introduccién en agua de mar y durante los
periodos de incubacion (Munro et al, 1987; Rhodes ef al., 1983). Otros autores proponen gue
este efecto se debe a su menor capacidad para competir por 10s nutrientes con microorganismos
marinos autSctonos (Enzinger y Cooper, 1976). Sin embargo, no todas las bacterias entéricas
muestran una respuesta igual al ser introducidas en agua de mar; Moriiligo et al. (1990)
encontraron que la supervivencia de E. coli era mayor que la de E. faecalis cuando ambos eran
introducidos en agua de mar, y que los dafios subletales eran mayores en el segundo. También
observaron que la viabilidad de Salmonella spp. era similar a la de E. coli.

Concentraciones salinas que se aparten mucho de la 6ptima, producen un gumento del

tiempo de generacion y muchas veces llevan consigo 1a aparicion de alteraciones morfoldgicas
y fisiologicas, L.as bacterias pueden llegar a ser no cultivables (0 no recuperables) en medios de
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Iaboratorio (Garcfa-Lara ef al., 1991; Roszak et al., 1984; Xu et al., 1982}, aunque permanezcan
viables (Singleton ef al., 1982) y en algunos casos se ha observado que mantienen su virulencia
(Grimes y Colwell, 1986). El aumento de la concentracion de sal perturba el mecanismo normal
de reproduccién; las células se alargan pero dejan de dividirse, pudiendo llegar a formarse
filamentos. Muchas bacterias marinas, aunque no todas, se destruyen por lisis al pasarlas a agua

dulce.

Sustancias inorgéinicas

Dentro de las sustancias inorgénicas que influyen sobre la vida de los microorganismos
en las aguas corresponde un papel importante a los compuestos inorgdnicos de nitrégeno y
fosforo, elementos limitantes en la mayorfa de los sistemas acudticos (Currie y Kalff, 1984,
Wetzel, 1983).

En los lagos y embaises oligotréficos a veces apenas son detectables el ion amenio, 1os
nitritos, los nitratos y los fosfatos porque el fitoplancton los fija inmediatamente después de su
liberacion. En estas condiciones se puede producir una competencia entre las bacterias y 1as
algas plancténicas. En la zona fdtica, en las regiones de clima templado, se producen grandes
oscilaciones estacionales en las concentraciones de compuestos nitrogenados y fosforados; suele
haber mayores cantidades al final del otofio y en invierno, para descender bruscamente al inicio

de la primavera a consecuencia del desarrollo del fitoplancton.

Las demds sustancias inorgédnicas necesarias para la vida de los microorganismos existen
en cantidad suficiente en la mayorfa de las aguas. Los oligoelementos, como el hierro y el
cobalto, son imprescindibles, aunque a concentraciones muy bajas, como componentes de
importantes enzimas.

También existen numerosos compuestos inorgdnicos que producen inhibicién bacteriana,
muchas de cuyas identidades no se conocen adn (Klein y Alexander, 1986). Los metales pesados
pueden ser perjudiciales para la vida en las aguas, porque algunos de ellos son téxicos para
muchos microorganismos, aifin a concentraciones relativamente bajas (Klein y Alexander, 19806).
No es raro que el cobre y el mercurio, vehiculizados por las aguas residuales y los desechos
industriales, lleguen a los rios, lagos, embalses y zonas costeras, destruyendo totalmente las
comunidades biol6gicas naturales. Su poder toxico reside en su capacidad para fijar los grupos
sulthidrilos (SH-) de 1as enzimas.
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Los cianuros, presentes ocasionalmente en nuestras aguas, aniquilan también a animales
y piantas. El grupo CN- bloquea la citocromo-oxidasa al fijar el hierro; por eso €s un veneno
respiratorio muy activo (Rheinheimer, 1987).

Sustancias organicas

Las sustancias orgénicas en suspension y disuelias en el agua tienen importancia
principalmente en la nutricién de los microorganismos heterétrofos y como fuente de energia
(LeChevallier et al., 1991). De 1a concentracién de materia orgénica depende en gran parte el
volumen de las poblaciones de bacterias y hongos en las aguas (Fry y Zia, 1982), pudiendo ¢sta
diferir mucho de unos lagos y embalses a otros, encontrdndose en mayor concentracion en los
lagos eutr6ficos y en los rfos contaminados. Suele existir una correlacién positiva enire 1a
cantidad de microorganismos y 1a concentracién de compuestos orginicos, pero como se puede
observar en el siguiente cuadro, no es tan decisiva 1a cantidad total de estas sustancias como ia
proporcitn de 1as que son ficilmente asimilables por los microorganismos, que constituyen sélo
una parte que puede oscilar entre €l 0.1% y el 9% del carbono organico disuelto total
(LeChevallier et ai., 1991; Rheinheimer, 1987).

Tipodelago  Sustsed oogdples Nimsseoptidn
Cantidad total Cantidad asimilable
Oligotréfico A 15,0 0,3 1,70 10°
Oligotréfico B 15,3 0,5 1,30 10°
Mesotréfico A - 1,43 342 10°
Mesotréfico B - 3,03 1,64 10°
Eutréfico A 32,1 3,06 2,23 10°
Euiréfico B 33,7 5,16 3,42 10°
Distréfico 226.,6 3,96 2,32 10°

(Rheinheimer, 1987).

La composicién de 1a materia orgdnica disuelta va a influir también, de una manera
decisiva, sobre la distribucién especifica de 1as poblaciones de bacterias y hongos en las aguas.
De la materia orgénica disuelta la mayor proporcion suele corresponder a los hidratos de
carbono, que pueden constituir alrededor de un 85%, predominando entre ellos los combinados
respecto a los libres. Se supone que la escasa concentracion de carbohidratos libres es atribuible
a la intensa actividad microbiol6gica (Rheinheimer, 1987)
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Si existe deficiencia de principios nutritivos orgdnicos, las bacterias siguen multiplicindose
pero apenas pueden crecer, por 10 que se encontrard una gran proporcion de células cocoides
diminutas (Kjelleberg et al., 1983; Mirdén et al., 1985). Fry y Zia (1982) citan esta disminucién
de volumen como una estrategia de resistencia, disminuyendo el "frn-over” celular y el
intercambio con el medio. Si la concentracion es ain menor, s¢ puede producir la muerte de
algunas especies. Sinclair y Alexander (1984) observan una rpida desaparicion de Streptococcus
en ambientes pobres en nufrientes, En general, algunos autores afirman que las bacterias
entéricas parece que son incapaces de competir adecuadamente con la microflora natural a las
bajas concentraciones de nutrientes existentes en muchos medios acuéticos naturales (Burton et
al., 1987; Gerba y McLeod, 1976; Goyal y Adams, 1984). Algunos estudios realizados con E.
coli y otras bacterias entéricas han demostrado que, bajo condiciones de inanicién, se produce
una evolucion hacia un estado no cultivable, aunque las bacterias permanecen viables y en
algunos casos capaces de producir procesos patoldgicos en animales de laboratorio (Munro et
al, 1987, Roszak et al., 1984; Tamplin y Colwell, 1986; Xu et al, 1982). Bajo estas
condiciones de falta de alimento s¢ pueden producir modificaciones fisiolégicas m4s 0 menos
intensas. Entre éstas se incluyen la pérdida de algunas caracteristicas metabélicas y el aumento
de ofras actividades celulares (Munro et al.,, 1987), la variacion de la sensibilidad a metales
pesados, bacteri6fagos, antibiéticos y colicinas (Chai, 1983; Munro et al., 1987) y algunas
alteraciones de las envueltas celulares (Munro et al., 1987; Zaske er al., 1980).

Otras especies, como Pseudomonas, son més resistentes a la inanicion y pueden sobrevivir,
manteniéndose en gran mimero durante dias, en ambientes pobres en nutrientes, incluso en
tampén fosfato (Sinclair y Alexander, 1984). No obstante, la resistencia a 1a inanicién es una
condicién necesaria pero no suficiente para la supervivencia de especies en ambientes pobres
en nutrientes o de especies que no compiten bien por los aportes limitados de nutrientes, porque
entran en juego todos los demds factores (Sinclair y Alexander, 1984). La viabilidad prolongada
depende de la regulacion del metabolismo enddgeno. En ausencia de sustratos exégenos, son
metabolizados constituyentes intracelulares (aminodcidos, proteinas, RNA), lo que aumenta la
capacidad de supervivencia de 1a célula (Granai y Sjogren, 1981; Jones y Rhodes-Roberts, 1981;
Sjogren y Gibson, 1981).

De acuerdo con los pardmetros de crecimiento hay dos grupos de microorganismos: uno,
constituido por los que poseen capacidad para desarrollarse en los medios con una concentracién
muy baja de principios nutritivos, por lo que estdn adaptados a las condiciones que imperan en
las aguas oligotréficas continentales, y otro, formado por los microorganismos adaptados a las
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altas concentraciones de nutrientes, que se dan, por ejemplo, en las aguas eutréficas y en los
sedimentos ricos en las mencionadas sustancias. Las bacterias pertenecientes al dltimo grupo
permanecen inactivas, en gran parie, en las aguas oligotréficas, pero pueden sobrevivir en ellas.

Los microorganismos que pueblan las aguas, estdn supeditados también, en mayor o menor
medida, a los productos metabdlicos de los animales y plantas presentes en ellas en una cuantia
diversa (Sinclair y Alexander, 1984). Los productos extracelulares de las algas son utilizados por
numerosos microorganismos (Bell, 1983; Brock y Clyne, 1984; Daft y Fallowfield, 1977; Fallon
y Brock, 1979; Lovell y Konopka, 1985 b, ¢, d; Murray et al., 1986, 1987; Stock y Ward, 1989)
y las propias algas también se pueden convertir en fuente de nutrientes al morir (Daft y
Fallowfield, 1977; Stock y Ward, 1989). Las bacterias heterétrofas han sido reconocidas como
importarites componentes en el funcionamiento de ecosistemas acudticos, utilizando una parte
significativa de la materia orgédnica formada por los productores primarios (Azam et al., 1983;
Ducklow et al., 1982; Fuhrman y Azam, 1980; Griffith y Fletcher, 1990; Servais er al.,, 1985,
Zinabu y Taylor, 1989 a), aunque en proporciones muy diversas dependiendo de su composicion
y de la influencia de otros factores (Albright y McCrae, 1987). Asf Bell y Kuparinen {1984)
observaron en €l lago Erken (Suecia), que habfa una utilizacién bacteriana relativamente baja
de productos carbonatados algales, debido a las bajas temperaturas y al elevado peso molecular
de los mismos. Lovell y Konopka (1985 b) advirtieron que el aumento de 1a produccién primaria
iba seguido de un aumento de la produccién bacteriana. McFeters er al. (1978 a,b) observaron
gue existfa una relacién simbiética entre bacterias indicadoras y pat6genas y comunidades de
algas en agua dulce oligotrGfica. Nagata (1984) cita que la biomasa bacteriana estd controlada
por el fitoplancton, mediante la incorporacién por parte de las bacterias de productos algales
extracelulares. Zinabu y Taylor (1989 a) observaron una correlacién positiva entre 1a produccién
primaria, 1a concentracién de clorofila a y la abundancia y la biomasa bacterianas, sobre todo
en las muestras de la zona fGtica.

Parece ser que la supervivencia de bacterias entéricas es mayor en sedimentos, hecho que
algunos autores atribuyen a una mayor concentracién de materia organica en ellos (Burton et al.,
1987; Gerba y McLeod, 1976; Goyal y Adams, 1984).

Pero, como veremos mas adelante, hay que tener en cuenta que estos productos no s6lo
tienen gran interés como principios nutritivos, que por tanto favorecen el crecimiento
microbiano, sino que también pueden ser sustancias inhibidoras, pudiendo actuar sobre algunas
especies 0 sobre grupos enteros de microorganismos. En ambientes acudticos naturales existe
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gran cantidad de compuestos orgénicos que producen inhibicidn bacteriana y de muchos de ellos
no se conoce aun la identidad (Klein y Alexander, 1986; Sinclair y Alexander, 1984).

Gases disueltos

En las aguas hay también pequefias cantidades de gases disueltos que pueden ejercer una
influencia muy considerable sobre 1a vida de los microorganismos. Son principalmente oxigeno,
CO, y nitrdgeno, pero, en determinadas ocasiones, hay que sefialar también 1a presencia de SH,
y CO. La solubilidad de todos ellos disminuye al aumentar la temperatura y es mayor en el agua
dulce que en 1a del mar,

El oxfgeno, el di6xido de carbono y el nitrdgeno estdn pasando constantemente del aire
al agua, hasta que se satura la capa superficial de ésta, la Gnica que puede realizar este
intercambio con el aire. Ademds todos estos gases disueltos pueden formarse en el agua en
virtud de distintos procesos bioqufmicos.

En las aguas vamos a encontrar principalmente microorganismos aerobios y anaerobios
facultativos. Pero en ¢l hipolimnion y sedimento anéxicos de algunos lagos y embalses
eutrdéficos van a desempefiar un papel importante 10s anaerobios estrictos.

El SH, es estable inicamente en medio anaerobio, donde puede aumentar su concentracion
gracias a la actividad microbiana. Es un veneno respiratorio por fijar el hierro de la citocromo-
oxidasa. Su efecto es mortal para todos los organismos que poseen esta enzima al final de Ia
cadena respiratoria. Por Io tanto la presencia de SH, tiene siempre como consecuencia Ia
alteracion total de la biocenosis, ya gue van a desaparecer todos los seres vivos superiores y la
mayorfa de 1os microorganismos, desarrolldndose cn su lugar algunos microorganismos que lo
toleran y otros que lo utilizan como fuente de energfa (sulfobacterias quimioaut6trofas) o como

donador de H, (sulfobacterias piirpura y clorobacterias).

1.3, INFLUENCIA DE L.OS FACTORES BIOLOGICOS

Ademds de los factores fisicos y quimicos, hay otros de naturaleza biol6gica que producen
también efectos sobre los microorganismos de las aguas. Pero los factores biéticos son mucho
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menos conocidos que los abi6ticos porque su determinacin resulta, casi siempre, mucho més
diffcil (Flint, 1987)

Competencia alimentaria

Lacompetencia alimentaria desempefia un papel importante en todos los biotopos ¢ influye
decisivamente sobre 12 composicion de 1a microflora (Awong ef al., 1990; Jannasch, 1968).
Acaban por imponerse 10s microorganismos gue alcanzan con mayor rapidez 10s nutrientes
disponibles. En general, los al6ctonos pueden competir dificilmente con los autctonos, a los
bajos niveles de nutrientes existentes en los medios acuiticos naturales poco contaminados
(Comax et al., 1990; Rhodes y Kator, 1988; Sinclair y Alexander, 1984), y esto se ha
demostrado como un factor que contribuye a 1a muerte de estas bacterias aléctonas entre las que
se encuentran las entéricas (McCambridge y McMeekin, 1980 a, 1981; Rhodes y Kator, 1988;
Sinclair y Alexander; 1984). Sinclair y Alexander (1984) observaron una rapida disminucién de
Streptococcus en aguas residuales en las que, aunque existe una concentracion alta de nutrientes
orgdnicos, hay una intensa competicién por los mismos.

Pero no todos los seres que consumen los mismos alimentos compiten entre sf; algunas
sustancias s6l0 pueden ser utilizadas cuando existe una cooperacién entre varias especies. La
competencia alimentaria carece de importancia cuando concurren condiciones extremas; por
ejemplo, en aguas con valores extremos de temperatura, concentracion salina o pH, s6lo algunas
especies son capaces de utilizar los alimentos disponibles.

Cooperacion entre microorganismos

Es frecuente observar cooperacién entre diversos microorganismos en relacién con la
alimentacion y ¢l crecimiento. Por ejeraplo, en cultivos puros y libres de bacterias, se obtiene
una tasa de crecimiento baja de Oscillatoria redekei, debido a que, en condiciones normales de
crecimiento, se liberan algunas sustancias, principalmente compuestos nitrogenados. que a
concentraciones elevadas inhiben su crecimiento. Sin embargo, si en el medio existen bacterias

que utilicen estos compuestos, la tasa de crecimiento es claramente m4s alta.
También es frecuente observar una cooperacién entre microorganismos en la degradacion

de sustancias dificilmente atacables. Al desarrollo de microorganismos que disponen de sistemas
enzimdaticos capaces de desdoblar estas sustancias, le sigue el de otros que utilizan ios productos
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de esta escisién, 1o que sirve para evitar que se acumulen productos t6xicos del metabolismo.
Predacién

Hay gran nimero de seres vivos que se alimentan de microorganismos y por tanto pueden
hacer que varfe notablemente la microflora de las aguas. Para que éstos constituyan una base
importante como factores de nutricién es preciso que su nimero sea suficientemente elevado,
como ocurre en aguas contaminadas (Klein y Alexander, 1986).

I.a predacién por protozoos es importante en la dindmica de los sistemas acuéticos, por
la regeneracion de grandes cantidades de nutrientes y por la transferencia de energfa a niveles
tréficos superiores (Azam er al, 1983; JNirgens y Giide, 1991); por tanto, los protoz8os
constituyen un eslabén en la cadena alimentaria, de 1a que son importantes miembros (Fenchel,
1982 b: Porter et al., 1985; Rivier et al., 1985; Watson et al., 1981). Hs, ademds, un importante
factor de eliminacién de bacterias, tanto autéctonas como aldctonas, en algunos sistemas
acudticos y terrestres (Cornax et al., 1990; Enzinger y Cooper, 1976; Klein y Alexander, 1986;
Mallory et al.,, 1983; McCambridge y McMeekin, 1979, 1980 a, 1981; McManus y Furman,
1988, Nagata, 1984; Pace, 1988). Algunos estudios muestran la predacion por protozoos como
el factor mis importante en la desaparicién de E. coli en agua de mar (McCambridge y
McMeekin, 1979, 1980 a), aunque otros autores sugieren que esto es debido a que las
propiedades fisicas vy qufmicas de las aguas marinas afectan la capacidad de las bacterias
entéricas para competir con los microorganismos autctonos (Enzinger y Cooper, 1976).

La mayoria de los protozoos se alimentan de bacterias, al menos parcialmente. Algunos
autores citan que los protozoos en el mar parecen utilizar bacterias como principal fuente de
alimento, principalmente los flagelados (Bjernsen et al., 1986; Fenchel, 1982 a; Garcfa-1.ara er
al., 1991; Gonzdlez et al., 1990 b; Rassouizadegan y Sheldon, 1986; Sherr et al., 1987; Sibbaid
y Albright, 1988; Wikner ef al., 1986; Wright y Coffin, 1984), por lo que pueden ejercer un
importante control sobre el desarrollo de las poblaciones bacterianas (Andersen y Fenchel, 1985;
Andersen y Sgrensen, 1986; Fenchel, 1982 b; Rassoulzadegan y Sheldon, 1986; Rivier er al.,
1985). Sin embargo, su importancia en agua dulce no estd todavia bien comprendida (Bjgrnsen
et al., 1986), pero no se consideran el tnico factor determinante (Seale et al., 1990). Respecto
a los ciliados, varios autores aseguran que suelen estar restringidos a ambientes ricos en
bacterias, por lo que es improbable que en aguas abiertas sean responsables del control de las
poblaciones bacterianas (Andersen y Sgrensen, 1986; Fenchel, 1980 a, ¢). Algunos autores citan
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1a predacién como uno de los factores que influyen en la desaparicién de "blooms" producidos
por cianobacterias (Daft et al., 1985 a; Daft y Fallowfield, 1977; Fallon y Brock, 1980).

La tasa de consumo depende de varios factores, entre los que se pueden destacar los

siguientes:

- Tipo de protozoo y estado de crecimiento (Fenchel, 1980 b, ¢, 1982 b; Sherr ef al.,
1988).

- La concentracién de bacterias (Fenchel, 1980 a, b, ¢, 1982 b; Pedr6s-Ali6 y Brock,
1983 b; Rivier er al, 1985; Sherr ef al., 1983). Algunos autores sugieren que la
persistencia de determinadas espectes bacterianas puede ser el resultado de una densidad
de supervivencia demasiado baja para soportar la predacién (Klein y Alexander, 1986;
Sinclair y Alexander, 1984: Watson et al., 1981).

- El tamafio de las bacterias. Algunos auntores han observado que los protozoos
bacterfvoros, tanto flagelados como ciliados, ingieren preferiblemente las células
bacterianas mds grandes en una poblacién mixta (Gonzédlez ef al., 1990 b). En algunos
casos se ha observado que la predacién estd favorecida si las bacterias forman
microagregados o si se concentran en interfases (Rivier et al,, 1985).

- La especie bacteriana. Algunos autores han observado que 1os protozoos bacterivoros
no consumen necesariamente bacterias de diferentes especies con igual eficiencia
{Mitchell et al., 1988). Gurijala y Alexander (1990) sugieren que las bacterias con
superficies celulares més hidrofébicas son m4s resistentes a la predacion, quizas por su
adsorcién sobre material particulado

- Otros factores como la temperatura del agua (Caron ef al., 1986; McCambridge y
McMeekin, 1980 b; Sherr ef al., 1983, 1988) o0 1a luz que puede estimular Ia actividad
predatoria de algunos protozoos, como por ejemplo Vexillifera, una ameba predadora
de E. coli que aumenta su locomocién y su actividad alimentaria en presencia de
radiacién solar (Rhodes y Kator, 1990).

La predacién puede ser también importante desde otro punto de vista. King er al. (1988)
mostraron que las bacterias ingeridas por protozoos podfan resistir la digestién y demostraron
la supervivencia diferencial de bacterias dentro de protozoos durante la cloracién; estas bacterias
no digeridas pueden ser expelidas después de un tiempo. Gonzdlez er al. (1990 a) también
observaron tasas de digestion distintas segiin 1a especie bacteriana de que se trate.
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Muchos metazoos se alimentan también de bacterias, hongos y fitoplancton en mayor o
menor medida. Tanto rotfferos como pequefios crustaceos son consumidores importantes de
fitoplancton y bacterioplancton (Lair, 1991 a, b; Nagata, 1985), siendo su presién predatoria
sobre el fitoplancton normalmente mayor en lagos oligotréficos que en eutréficos (Lair, 1991
b). La intensa actividad predatoria de los rotiferos puede ser un factor importante que influya
sobre la sucesi6n estacional de las comunidades plancténicas (Lair y Ali, 1990). Los
microorganismos pueden ser también importantes para la alimentacion de anélidos y de larvas
de insectos que viven en los rios y lagos. Las bacterias pueden desempeifiar un papel importante
en la alimentacion de copépodos y de las larvas de langostas.

Infeccién

La presencia de bacteri6fagos se ha comprobado tanto en las aguas continentales como en
el mar y se ha sugerido que juegan un papel significativo en la mortalidad bacteriana (Garcia-
Lara et al., 1991), aunque para otros autores no son un factor principal en la regulacion de las
densidades bacterianas (Sanders y Porter, 1986). Son particularmente abundantes en las aguas
residuales (Hicks y Rowbury, 1987), debido a que en ellas las densidades bacterianas son
mayores (Klein y Alexander, 1986; Wiggins y Alexander, 1985). De allf se aislan con frecuencia
colifagos, asf{ como bacteri6fagos que infectan a bacterias patGgenas para el hombre como
Salmonella y Shigeila. Se han encontrado también algunos especializados en bacicrias autGctonas
de las aguas. También existen actinofagos que atacan a los actinomicetos y parecen tener una
especificidad muy acusada. Los cianofagos, cuyos organismos hospedadores son las
cianobacterias, desempefian a menudo un papel en la desaparicién repentina de sus
florecimientos en lagos y embalses eutréficos (Daft er al., 1985 b; Falion y Brock, 1980).

En las aguas, tanto dulces como saladas, se encuentra también un pardsito estricto de
bacterias: Bdellovibrio. Es una bacteria pequefia, en forma de coma, Gram negativa, que infecta
a otras bacterias Gram negativas. Se han descrito tres especies: B. bacteriovorus, B. starrii y B.
stalpii. 1.o mismo que los bacteriéfagos, se encuentra especialmente en aguas contaminadas, en
las que la concentracion bacteriana es alta. No existe acuerdo sobre su papel en el control de 1a
dindmica de las poblaciones bacterianas. Aungue es méis probable que su accibn sea més
importante en agrupaciones de bacterias en interfases ¢ sobre particulas, Sanders y Porter (1986)
observaron que no era un factor principal en la regulacién de las densidades bacterianas.
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Sustancias inhibidoras

Se ha comprobado 1a existencia de sustancias con accién bactericida en aguas continentales
y de mar producidas principalmente por algas. Si existen florecimientos de fitoplancton pueden
alcanzar concentraciones efectivas, por lo que éstos pueden ir acompafiados de un acusado
descenso del niimero de bacterias saprofitas (Klein y Alexander, 1986). Albright et al. (1986)
y Cooper et al. (1985) observaron en cultivos de distintas algas, entre las que se encontraba
Skeletonema costatum, que las sustancias inhibidoras del crecimiento bacteriano se producian
en concentraciones particularmente altas cuando las algas se encontraban hacia el final del
crecimiento exponencial,

Los antibidticos, producidos por actinomicetos y hongos, también pueden ejercer
ocasionalmente influencia sobre la microflora en dreas muy limitadas, principalmente ¢n los
sedimentos, en plantas y animales muertos y en particulas en suspensién; pero, por regla general,
no tienen influencia sobre los microorganismos que estdn libres en las aguas.

Muchas cianobacterias pueden liberar también sustancias que inhiben a otras especies, y
no s6lo pueden actuar sobre bacterias, sino que en ocasiones hay florecimientos de
cianobacterias que producen la muerte de peces y también procesos patoldgicos en baiiistas.

Son importantes también las bacteriocinas, protefnas antibacterianas producidas por
bacterias; dentro de €stas se encuentran las colicinas, activas frente a coliformes (Hardy, 1982).
Se ha implicado a sustancias 1ipo bacteriocinas en la disminucién de coliformes en sistemas de
distribucién de agua potable (Means y Olson, 1981).
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1.4, ADHESION MICROBIANA A SUPERFICIES

Los ambientes naturales contienen un gran ndmero de superficies potencialmente
disponibles para la adhesién y colonizacién por microorganismos (Breznak, 1984; van
Loosdrecht er al, 1990). Asi, en e¢studios de ecologia microbiana en habitats acudticos se
observa frecuentemente adhesion de bacterias a particulas o, en general, a interfases (Characklis,
1984; Hoppe, 1984). La naturaleza de estas partfculas es muy variada; pueden ser orgdnicas,
inorgdnicas, artificiales, de animales y plantas vivos o muertos (Beech y Gaylarde, 1989,
Breznak, 1984; Costerton y Cheng, 1982; Gordon, 1587; Vanhaecke et al., 1990). Aunque las
superficies proporcionan comtinmente un lugar para la adhesion de bacterias acudticas, exdmenes
microscopicos revelan que no todas las particulas en algunos biotopos acudlicos estdn
colonizadas. En estos ambientes naturales s6lo una parte de las partfculas presentes estd
normalmente colonizada por bacterias en un grado considerable. Por otra parte las
determinaciones de los porcentajes de células que se encuentran adheridas, muestran grandes
discrepancias; mientras que para algunos autores las bacterias adheridas exceden en mimero a
las libres (Costerton y Geesey, 1979 a; Geesey et al., 1978), para otros es al contrario (Clarke
y Joint, 1986; Harvey y George, 1987; Iriberri ef al., 1987, 1990 a, b; Yoon y Rosson, 1990),
aunque sf parece existir un acuerdo sobre que en agua de mar predominan las bacterias libres,
mientras que en agua dulce y de estuario 1a proporcion de adheridas es variable, pudiendo llegar
a ser més significativa (Bell y Albright, 1982; Goulder, 1977, Iriberri, 1990 b). Parece que el
nimero y la naturaleza de las patticulas y sus capacidades de adsorcién son decisivas sobre Ia
adhesién (Hoppe, 1984, Iriberri et al., 1987). Muchas particulas e interfases no proporcionan las
condiciones necesarias para la competicién con éxito de 1as bacterias adheridas con las libres.
También es importante la composicién de 1a poblacién microbiana dominante, porque bacterias
bien adaptadas a bajas concentraciones de nutrientes en el agua no se beneficiarin
significativamente de la vida en adhesion (Hoppe, 1984).

1.4.1. RAZONES QUE JUSTIFICAN LA ADHESION
La tendencia microbiana a 1a adhesion se ha explicado por distintas razones que suponen

una serie de ventajas, importantes desde el punto de vista ecolégico, para las bacterias que se
encuentran adheridas a particulas (Costerton y Cheng, 1982)
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- Altas concentraciones de nutrientes en las superficies

El material orgdnico adsorbido a las partfculas crea una acumulacién local de posibles
nutrientes de 10s que las células podrfan beneficiarse. Esta adsorcién de nutrientes puede hacer
de las partfculas un ambiente m4s rico nutricionalmente para los microorganismos, 1o que hace
que esta localizacion parezca ideal para el crecimiento bacteriano (Costerton y Cheng, 1982;
DeFiann er al., 1990; Fletcher, 1980 b, 1984; Gouider, 1977; Hendricks, 1974; Kjelleberg er
al,, 1982; Pedrds-Ali6 y Brock, 1983 a; Pringle y Fletcher, 1983). Ademds parece ser que las
bacterias adheridas pueden ver aumentada su capacidad para usar también como nutrientes
compuestos no cargados, de bajo peso molecular, que pueden no acumularse en las superficies
(Breznak, 1984).

- Mantenimiento de unas condiciones nutricionales favorables

La superficie colonizada puede proporcionar, no solamente altas concentraciones de
nuirientes, sino ¢l mantenimiento de estas ventajas nutricionales. En algunos casos la propia
superficie es "comestible"; las particulas colonizadas por las bacterias son frecuentememte
orgénicas, en muchos casos pueden ser identificadas como restos de algas o bolas fecales de
zooplancion (PedrOs-Alié y Brock, 1983 a). Otro caso es el de la adhesion a superficies
vegetales, que no s6lo servirdn como una superficic de adhesién y de concentracién de
nutrientes disueltos, sino que ademds podrin actuar como sustrato o fuente de nutrientes por
su biodegradacién (Bobbie ef 4l., 1978) o por el aprovechamiento de sus exudados organicos
{Costerton y Cheng, 1982)

Muchas veces se forman agregados de diferentes especies, bacterianas y no bacterianas,
origindndose un consorcio estratificado en ocasiones extraordinariamente complejo (Breznak,
1984, Costerton et al., 1987; Gilbert et af,, 1989, Hirsch, 1984). En €I las bacterias se podrdn
beneficiar de la materia orgénica disuelta liberada por las actividades de otras bacterias
(Pedrés-Ali6é y Brock, 1983 a} y otros organismos adheridos (Stock y Ward, 1989). Se pueden
formar, incluso, micronichos que permitirfan a bacterias anaerobias como, por ejemplo, las
sulfato-reductoras, obtener anaerobiosis incluso en un agua rica en oxfgeno (Characklis, 1984,
Costerton y Cheng, 1982; McFeters, 1984; White, 1984).

23



- Proteccion frente a factores adversos

La envoltura exopolisacédrida externa protege a las bacterias, como veremos mds adelante,
frente a agentes externos fisicos, quimicos y bioldgicos y frente a las condiciones fluctuantes
y & menudo estresantes del medio circundante (Cheng er al., 1981; Fletcher,1980 b, 1984;
White, 1984). Se ha observado que la supervivencia de las bacterias mejora si éstas estdn
adheridas a particulas (Breznak, 1984; Jeffrey y Paul, 1986 a, b; Silverman et al., 1984).

1.4.2. MECANISMOS DE ADHESION
Una bacteria puede adherirse a una superficie s6lida, basicamente de dos maneras:
Adhesién pasiva

La adhesion pasiva tiene lugar por un proceso espontdneo determinado por adsorcién
ffsico-qufmica que no requiere actividad fisioldgica por parte de la bacteria. Esta adhesién
tiene lugar, por ejemplo, cuando las bacterias que se adhieren han muerto por radiacién
ultravioleta, calor o formaldehido (Fietcher, 1980 a, 1983, 1987; Paul, 1984),

Bajo este punto de vista la adhesién de una bacteria a una superficie sélida depende de
las fuerzas de atraccién entre las dos superficies (Rutter y Vincent, 1980, 1984). Al mismo
tiempo pueden tener lugar fuerzas de repulsién que pueden contrarestar 1a interaccién de
atraccion o incluso inhibir 12 adhesion. Estas fuerzas fisico-quimicas de atraccion y repulsion
incluyen (McEldowney y Fletcher, 1986 b):

- fuerzas de largo alcance: interacciones electrostdticas
fuerzas de van der Waals

- fuerzas de corto alcance: interaccién dipolo-dipolo
enlace quimico (electrostético, covalente, puente de hidrégeno)
interacciones hidrofébicas

La mayorfa de las bacterias tienen una carga neta negativa como la mayoria de las superficies
sélidas (McEldowney y Fletcher, 1986 b; Wardell, 1988), por tanto la repulsién electrostatica
entre superficies de igual carga tenderd a evitar una estrecha aproximacion enire superficies
(Rutter y Vincent, 1984). Si la repulsion es lo suficientemente fuerte, no tendrd lugar la
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adhesién. Que la repulsién evite asf la adhesién depende del balance entre fuerzas opuestas
de atraccién y repulsion (Marshall ef al., 1971; Rutter y Vincent, 1984),

Algunos autores sugieren que ia adhesion se produce por este mecanismo por diversos
motivos. La influencia de los cationes sobre 1a adhesién se puede explicar en términos de
efectos electrostdticos y por una disminucién del grosor de 1a doble capa eléctrica (Marshali
etal, 1971). La presencia de sustancias orgénicas disueitas en el medio también puede inhibir
1a adhesion bacteriana (Fletcher, 1976; Fletcher y Loeb, 1979; Marshall ef ¢l., 1971) por la
adsorcién de 1a sustancia sobre 1a superficie, haciéndola menos favorable para la adhesi6n
microbiana a través de efectos estéricos ¢ por afectar la hidratacion de la superficie,
convirtiendo una superficie favorable en una desfavorable (Fietcher y Loeb, 1979).

Adhesion activa

La adhesi6n activa es 1a que tiene lugar por contribucién fisiolégica de 1as bacterias. En
ocasiones la adhesién es un proceso dependiente del tiempo (Busscher et al., 1986; Fletcher
y Marshall, 1982 b; Marshall, 1980; Marshall et al., 1971; McEldowney y Fletcher, 1983 b),
en el que durante 1a fase inicial las bacterias pueden ser facilmente 1avadas de 1a superficie,
pero después se vuelven firmemente adheridas y resisten el lavado (Fletcher, 1983; Marshall,
198(; Marshall er al,, 1971; Rutter, 1984). Estas dos etapas se han descrito como adhesion
reversible ¢ irreversible (Marshall et al., 1971) y se cree que 1a adhesion firme depende de
un adhesivo extracelular polimérico que une 1a bacteria a 1a superficie (Fletcher, 1983; Iman
et al., 1984; Marshall, 1980; McEldowney y Fletcher, 1988 b; Pedrds-Alid y Brock, 1983 a;
Rutter, 1984). Algunos estudios han encontrado que ciertos inhibidores metabélicos, incluidos
antibidticos e inhibidores de Ia sfntesis de protefnas, son efectivos en inhibir 1a adhesion
(Fletcher, 1980 a; Paul, 1984). Adem4s se han descrito casos en los que las céiulas bacterianas
son capaces de responder ante la presencia de superficies, por ejemplo Vibrio
parahaegmolyticus induce 1a sintesis de flagelos laterales cuando entra en contacto con una
superficie (Silverman et gl., 1984).

Pero en 1a mayorfa de los estudios de adhesién bacteriana no ha sido posible dilucidar si
la adhesién estaba determinada s6lo por adsorci6n fisico-quimica o dependfa del metabolismo
bacteriano. En muchos casos el proceso parece estar conforme con las predicciones fisico-
qufmicas; sin embargo cuando los resultados experimentales no estdn de acuerdo con las
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predicciones tedricas, es probable que la fisiologia de las bacterias o la complejidad quimica y
estructural de sus superficies estén jugando un papel principal (Fletcher, 1987). Wardell (1988)
afirma que la interaccion inicial entre Ia célula bacteriana y la superficie es el resultado de
fuerzas fisico-qufmicas, principalmente fuerzas de atraccion de van der Waals y fuerzas
electrostiticas de repulsién, y que posteriormrnte estdn implicados adhesivos poliméricos.

Lo mismo sucede cuando s¢ estudia el efecto de los distintos factores sobre 1a adhesién;
es raramente posible confirmar si el factor analizado influye sobre la adhesion afectando a la
fisico-qufmica del proceso, a la fisiologfa de la bacteria 0 a ambas (Fletcher, 1988). Ademis,
Ia mayoria de los datos sobre los efectos de distintas variables, como los componentes del
medio, son consistentes tanto con los mecanismos de adhesién pasiva como activa (Fletcher,
1980 a). Por ejemplo, Fletcher (1983) observé que el butanol inhibfa la adhesion de
Pseudomonas a placas Petri, pudiendo deberse esta accion a la adsorcion del alcohol sobre 1a
superficie de 1a placa, 0 a que las bacterias se volvian inmdviles, ya que en experimentos previos
se habfa observado que la eliminacién de flagelos disminufa la adhesién de esta bacteria
(Fletcher, 1977, 1983). Otros alcoholes, sin embargo, aumentaban la adhesién probablemente
debido a una modificacién de la fisiologfa de 1a c€lula y/o de las caracterfsticas de la superficie
bacteriana (Fletcher, 1983).

Estudios realizados con microscopia electrénica han demostrado que en la adhesion estdn
implicados polfimeros estructurales y que la mayorfa de las comunidades adheridas estén
inmersas en una matriz estructural que mantiene unida al sustrato a la comunidad entera (Cheng
et al, 1981; Read y Costerton, 1987). La histoqufmica ultraestructural ha mostrado gue estos
polfmeros son en su mayor parte polisacdridos (Cheng et al, 1981; Fletcher, 1987; Read y
Costerton, 1987) que toman la forma de fibrillas o de material amorfo, que se extiende entre la
célula y la superficie, o de matrices hidratadas tipo gel en las que estdn embebidas multicapas
de células, Pero la microscopia no revela qué grupos especificos estdn implicados ni proporciona
una informacion detallada acerca de 1a composicion o conformacion de estos polimeros. Aunque
los polisacdridos parecen ser abundantes, otros polimeros, particularmente protefnas, parecen
estar implicados en la interaccién adhesiva (Fletcher, 1980 b, 1987; Robb, 1984).

Se ha intentado identificar y caracterizar los polimeros que actian realmente como
adhesivos mediante investigaciones bioqufmicas, pero es dificil obtener suficiente polimero
(Christensen et al., 1985; Sutherland, 1980); en 1a mayorfa de los casos &ste se ha aislado del
medio de cultivo lo que indica que estarfa disociado de las células y serfa soluble en agua, por
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lo que Fletcher (1987) piensa que quizds no fueran autenticos polfmeros adhesivos que,

intuitivamente, cabrfa esperar que permanecieran asociados a las bacterias,

También se han realizado estudios mediante digestiones enzimdticas y tratamientos
quimicos disruptores, que han proporcionado datos numerosos y en ocasiones conflictivos. Es
interesante que, a pesar de las fuertes indicaciones de que los polisacéridos son los implicados
en la adhesion, las digestiones enziméticas han tendido 2 demostrar que 1as proteasas son més
efectivas, que 1as enzimas que degradan carbohidratos, en retirar a las bacterias de las superficies
(Fletcher y Marshali, 1982 b; McEldowney y Fletcher, 1986 a; Paul y Jeffrey, 1985 a). Esto
sugiere que las protefnas de la superficie bacteriana pueden ser importantes al menos en
estabilizar las interacciones adhesivas, si no actian como adhesivos reales (Fletcher, 1987; Robb,
1984). También sc ha conseguido romper la adhesién por tratamientos con algunos compuestos
quimicos, por ejemplo, el peryodato, que degrada carbohidratos (Fletcher, 1980 b; McEldowney
y Fletcher, 1986 a), por secuestradores de cationes y por surfactantes (McEldowney y Fletcher,
1986 a, b).

Puede ser que el tipo de polfmero activo en la adhesién dependa de las propiedades del
sustrato y por tanto de los tipos de interacciones posibles; asi, sobre un sustrato hidrofébico
pueden ser activos los constituyentes lipfdicos ¢ los grupos no polares de los polisacaridos de
1a superficie bacteriana, mientras que sobre una superficie hidrofilica los adhesivos pueden ser
los polisaciridos hidratados (Fletcher, 1987; Fletcher y Marshall, 1982 b; Paul y Jeffrey, 1985
a, b).

1.4.3. ACTIVIDAD DE LAS BACTERIAS ADHERIDAS

El efecto de la adhesion sobre la fisiologfa bacteriana se ha investigado comparando 1as
actividades de las células adheridas con las de sus homélogas libres en 1a fase liquida (Breznak,
1984). Se ha sugerido en muchas investigaciones que la actividad fisiolégica puede ser distinta
en las bacterias adheridas y en 1as libres, y se cree que las bacterias asociadas a particulas son
responsables a menudo de una fraccion sustancial del metabolismo bacteriano en aguas en las
que las partfculas son abundantes (Edwards y Meyer, 1986; Griffith y Fletcher, 1990; Hollibaugh
y Azam, 1983; Kirchman y Mitchell, 1982), Para detectar estas diferencias se han desarrollado
numerosas técnicas: medida del crecimiento (Kjelleberg et al., 1982, 1983), respiracién (Bright
y Fletcher, 1983 a, b; Gordon et al., 1983), absorcién de sustrato (Bright y Fletcher, 1983 a, b;
Gordon ef al., 1983; Kirchman y Mitchell, 1982), produccién de calor (Gordon er al., 1983),
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cambio de tamafio celular (Humphrey et al., 1983; Kjelleberg et al., 1982, 1983).

En cuanto a los resultados obtenidos no existe unanimidad. En muchos casos las
poblaciones adheridas son m4s activas (Bright y Fletcher, 1983 a, b; Fletcher, 1986; Humphrey
et al., 1983; Jeffrey y Paul, 1986 a, b; Kijelleberg et al., 1982, 1983; Ladd et al., 1979; Murray
et al., 1987), mientras que en otros parecen ser més activas las no adheridas (Gordon et al.,
1983; Iriberd et al., 1987). Cuando 1a actividad se expresa por célula, las bacterias asociadas a
particulas son generalmente mds activas metabdlicamente que las bacterias no adheridas (Harvey
y Young, 1980; Iriberri ef al., 1987; Kirchman y Mitchell, 1982; Paerl y Merkel, 1982). Harvey
y Young (1980) utilizando sales de tetrazolio; concretamente et cloruro de 2-(paraiodofenil)-3-
(paranitrofenil )-5-fenil tetrazolio (INT), estimaron que el 95% de 1as bacterias respiratoriamente
activas estaban adheridas a particulas.

Es posible que estas diferencias estén relacionadas con variaciones en las interacciones
entre €l sustrato y la superficie y con el grado en el que el sustrato tienda a estar concentrado
en la superficie por adsorcién (Fletcher y Marshall, 1982 b; Griffith y Fletcher, 1991). Sustratos
que se adsorben muy poco sobre la superficie de las particulas son hidrolizados en mayor grado
por parte de las células no adheridas, mientras que las bacterias adheridas pueden tener un
acceso reducido al sustrato debido a que éste estd principalmente en solucion. Niveles de
adsorcion relativamente bajos pueden presentarse con solutos de bajo peso molecular que tienden
a mantenerse en un equilibrio de adsorcién. Con sustratos que se adsorben sobre las superficies
la situacién es 1a contraria, debido, como sugieren algunos autores, a que la actividad enzimética
est4 favorecida en la superficie, bien por facilitar el contacto entre 1a enzima y el sustrato o bien
por permitir cambios conformacionales en el sustrato o en las enzimas que favorezcan la
hidrdlisis (Griffith y Fletcher, 1991). En ambientes naturales las superficies son rdpidamente
acondicionadas por compuestos orgdnicos disueltos, 1a mayorfa de alto peso molecular (Griffith
y Fletcher, 1991), incluso en aguas relativamente pobres en materia orgénica (Hunter y Liss,
1982; Rutter, 1984). Sin embargo, en estos ambientes naturales existe una mezcla compleja de
moléculas orgénicas, algunas de las cuales se adsorben mds ficilmente que otras, con lo que el
resultado neto de la adhesién bacteriana a partfculas es extremadamente dificil de predecir
(Griffith y Fletcher, 1991).

Si los experimentos se llevan a cabo a concentraciones de sustrato muy bajas, la mayor

actividad resultante de las bacterias adheridas sc¢ debe a que son capaces de asimilar nutrientes
escasos mds facilmente que las bacterias en suspension, debido a que éstos se adsorben en la
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interfase s6lido-liquido y pueden ser accesibles s6lo para las bacterias adheridas (Fletcher, 1984,
1986; Griffith y Fletcher, 1991; Kjelleberg et al., 1982; Pedrds-Alié y Brock, 1983 a).

1.4.4. FACTORES QUE INFLUYEN SOBRE LA ADHESION

Se han realizado numerosos estudios para intentar probar los efectos de diferentes
condiciones ambientales o fisiol6gicas sobre la adhesién, pero ha habido mucha variacién en los
resultados de estos estudios con respecto tanto a la capacidad de adhesion de diferentes especies,
cepas o fenotipos bacterianos, como a 1a susceptibilidad de los mismos a factores modificantes
(Fletcher, 1988). Sobre la adhesién bacteriana a superficies en un ambiente acudtico pueden
influir numerosos factores, que incluyen las propiedades de las superficies s6lidas, de las propias
bacterias y de la fase liquida.

- Tensién superficial o energia libre de superficie de la superficie sélida

La energfa libre de superficie de una superficie sélida es un indicador de 1a idoneidad de
esa superficie para 1a adhesién bacteriana, ya que indica la tendencia de un sustrato a tomar
parte en distintos tipos de interaccién espontdneamente (Fletcher y Marshall, 1982 a). Algunos
autores encuentran que la colonizacién es mayor y més rdpida en las superficies con una
tensién superficial baja, es decir hidrofébicas, como el poliestireno, que en las que tienen una
tensién superficial relativamente alta, hidrofflicas, como ¢l vidrio (Fletcher y Loeb, 1979; Paul
y Loeb, 1983; Paul y Jeffrey, 1985 b; Pringle y Fletcher, 1983; 1986 a; Samuelsson y
Kirchman, 1990). Sin embargo, otros autores afirman lo contrario, obteniendo una adhesién
mayor y mis firme, por tanto mas dificil de interrumpir, a superficies hidrofilicas (Absolom
et al., 1983; Dexter et al., 1975; McEldowney y Fletcher, 1986 a; Pedersen et al., 1986).
Otros no han encontrado diferencias significativas entre ambos tipos de sustratos, s decir, no
encuentran una preferencia absoluta por parte de las bacterias por superficies hidrofflicas o
hidrofébicas (Baker, 1984; Fletcher, 1980 a; McEldowney y Fletcher, 1986 b; van Pelt et al.,
1985).

Existen algunas razones que pueden justificar estas discrepancias. En primer lugar las
diferencias en las comunidades bacterianas utilizadas; Fletcher y I.oeb (1979) utilizan un solo
microorganismo, una especie marina de Pseudomonas, en agua estéril, mientras que Dexter
y colaboradores (1975) realizan los experimentos con agua de mar natural. En ambientes
naturales existe un gran nimero de distintos tipos de bacterias que colonizan superficies vy,
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cuando estd presente esta variedad de colonizadores bacterianos, la importancia de la tensién
superficial de la superficie se reduce, puesto que diferentes bacterias colonizan los diversos
tipos de superficies (Baker, 1984). También pueden influir las distintas caracteristicas de las
superficies bacterianas, que varfan enormemente de una especie 0 una cepa bacteriana a otra
(Pedersen et al., 1986; Pringle et al., 1983) y los cambios en 1as caracteristicas del sustrato
debido a la adsorcién de sustancias orgénicas que acondicionan su superficie cuando éste se
encuentra sumergido (Pringle y Fletcher, 1983).

- Rugosidad de la superficie

Geesey y Costerton (1979) observan que las bacterias adheridas se concentran
principalmente en grietas de detritus, mientras que las zonas planas se encuentran casi
desprovistas de micropoblacién adherida. Fietcher y Marshall (1982 b) afirman que 1as fuerzas
de repulsién entre una superficie s6lida y una bacteria, son menores al disminuir el radio de
curvatura de las superficies que se aproximan; por lo tanto, puede ser més fécil para una
bacteria entrar en contacto con ondulaciones de la superficie que con un plano completamente
llano. Characklis (1984) afirma que la tasa de acumulacion neta de bacterias es mayor en
superficies rugosas por dos razones: primera, 1a desadhesion debida a fuerzas de arrastre estard
reducida, puesto que las células estan protegidas o resguardadas del flujo de la fase liquida,
y segunda, estard disponible m4s superficie de sustrato para contacto con la célula.

Baker (1984) estudiando 1a adhesion a sustratos rugosos y lisos (portacbjetos de vidrio y
trozos de placa Petri de poliestireno, rayados y sin rayar) encuentra que los rugosos son
colonizados mds y mds rdpidamente que los lisos. Pero esto no se debe ni a un aumento del
drea disponible para ser colonizada, ya que la cantidad en que aumenta el drea no estd
directamente relacionada con el aumenio del nimero de bacterias adheridas, ni a que las
depresiones de las superficies rugesas puedan proporcionar un lugar més protegido y, por
tanto, mds favorable, puesto que las bacterias no se encuentran particularmente concentradas
en las depresiones, sino uniformemente distribuidas en toda la superficie. El autor sugiere que
las irregularidades de la superficie pueden servir como punto de anclaje de la matriz
polisacarida extracelular o glicocalix.

- Carga de la superficie

Cuando un sélido se sumerge en un ambiente acustico, normalmente, adquiere una carga
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superficial, bien por adsorcién de iones o por la jonizacion de los grupos superficiales
(Fletcher et al., 1980). La carga de la superficie puede afectar a la concentracion de iones y
moléculas cargadas sobre la superficie sOlida (Bright y Fletcher, 1983 a; Haack y McFeters,
1982).

Caracteristicas de las moléculas adsorbidas

Cuando una superficie s6lida se sumerge en un medio acuético, se adsorben rdpidamente
sobre ella sustancias presentes en solucién (Tosteson er al, 1985). Las macromoléculas
generalmente se adsorben de manera irreversible y asf, tienden a enmascarar las propiedades
superficiales originales (Fletcher er al, 1980; McEldowney y Fletcher, 1987; Pringle y
Fleicher, 1983, 1986 b). La adsorcién de grandes moléculas puede conducir a cambios
conformacionales que 1as haga més accesibles o mds resistentes a la degradacién microbiana
(Bright y Fletcher, 1983 a). Sin embargo el punto hasta el que 1as macromoléculas adsorbidas
puedan oscurecer la quimica de la superficie del sustrato, no estd claro (Pringle y Fletcher,
1986 b). Se ha observado que algunas macromoléculas biolégicas alteran, a través de la
adsorcién, 1a idoneidad de una superficie para la adhesién bacteriana. Generalmente las
protefnas adsorbidas disminuyen 1a posterior adhesién bacteriana (Fletcher, 1976; Fletcher y
Marshall, 1982 b) por convertiria en una superficie menos favorable para la adhesion a través
de efectos estéricos 0 por efectos de hidratacion de la superficie que pasa de hidrofébica
{favorable) a hidrofilica (desfavorable) (Fletcher, 1980 a; Fletcher y Loeb, 1979; McEldowney
y Hetcher, 1987).

Concentracion de nutrientes en Ia fase liquida

Diversos autores afirman que 1a adhesion a particulas es beneficiosa para las bacterias en
condiciones de baja concentracion de nutrientes en el agua; en estos casos las bacterias pueden
crecer mds facilmente después de haberse adherido a superficies, debido a que en ellas se
concentran los nutrientes por adsorcion, siendo asf mds accesibles (Fletcher, 1976; Pedrés-Alié
y Brock, 1983 a), mientras que si la concentracién de nutrientes es alta pueden crecer
predominantemente las libres (Pedrds-Ali6 y Brock, 1983 a). Marshali er al. (1971)
comprueban en una cepa marina de Pseudomonas que la adhesién depende de la
concentracién de la fuente de carbono; a concentraciones bajas la adhesién esta favorecida y
al ir aumentando, la adhesi6n se ve reducida hasta resultar completamente inhibida.
McEldowney y Fletcher (1986 a) observan que 1a presencia de nutrientes modifica los niveles
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de adhesion bacteriana a superficies, pero que €l efecto varfa dependiendo del sustrato y de
la especie bacteriana, y afirman que los cambios en las concentraciones de nutrientes en
hébitats acudticos naturales afectan a 1a adhesion de las especies bacterianas individuales de
manera distinta, por 1o que estas diferencias influyen en la composicién de especies del
biofilm. Pedersen er al. (1986) también observan que al aumentar la concentracién de

nutrientes en el agua, disminuye marcadamente la adhesidn bacteriana.
Concentracion iénica del medio

Frecuentemente se ha encontrado que los iones inorgdnicos promueven 1a adhesién de las
bacterias (Cowan y Fletcher, 1987; Goldberg et al, 1990). Un ejemplo es el aumento de la
adhesién de Streptococcus faecium inducido por un aumento en la concentracidn de cloruro
s6dico y cloruro potisico (Fletcher, 1980 a). También se ha observado un aumento de la
adhesion de Pseudomonas aeruginosa al acero inoxidable (Stanley, 1983) y de Vibrio
alginolyticus al hidroxiapatito (Gordon y Millero, 1984) al incrementarse 1a concentracién de
electrolitos. 1.os cationes divalentes, particularmente Ca>* y Mg?*, promueven o favorecen la
adhesi6n de algunas bacterias marinas y se ha observado que la adhesion firme de una cepa
marina de Pseudomonas en ausencia de estos cationes no se produce (Marshall et al,, 1971).
Los cationes trivalentes, como AP*, favorecen la adhesién de estreptococos (Fletcher, 1980
a); por el contrario, La** y AI** inhiben la adhesién de Pseudomonas (Fletcher, 1977, 1980
b).

Los cationes pueden influir sobre la adhesiGn bacteriana de varias maneras:

a) Sobre la fisiologfa celular o 1a permeabilidad de membrana (Fletcher, 1980 b). Electrolitos
como Ca** y Mgz" intervienen en la fisiologfa de las bacterias como importantes cationes
celulares y cofactores en reacciones enzimaticas (Fletcher, 1988)

b) Por su acumulacién en 1a superficie y la formacion de una doble capa eléctrica, influyendo
por tanto sobre 1as fuerzas de repulsion entre l1a superficie bacteriana y del sustrato (Fletcher,
1980 b, 1988; McEldowney y Fletcher, 1986 b; Rutter y Vincent, 1980) y entre grupos
negativos del polfmero adhesivo, teniendo como resultado su condensacién y la atraccidn de
la célula hacia la superficie (Fletcher, 1988)

¢) Ayudando a mantener la integridad estructural de los polimeros adhesivos a través de
enlaces cruzados. Se ha demostrado, por examen al microscopio electrénico, que Ca?*y Mg?*
pueden ser importantes en mantener la integridad estructural de la matriz polimérica
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intercelular, observdndose que al transferir microcolonias adheridas a medios deficientes en
estos cationes, hay una desnaturalizacion casi inmediata del polfmero (Fletcher y Floodgate,
1976)

- pH

Se ha observado que una disminucién del pH causa un aumento de Ia adhesion (Stanley,
1983). Fletcher (1988) sugiere que la disminucién del pH reduce la disociacion de grupos
ani6nicos, 10 que tendrfa como resultado una disminucién de la repulsién electrostatica y
permitirfa a las células moverse més cerca de las superficies. También se ha sugerido que el
pH puede tener influencia sobre 1a viscosidad del polimero adhesivo bacteriano, siendo ésta
mayor al disminuir el pH, con lo que aumenta la adhesién (Boyle y Reade, 1983,
McEldowney y Fletcher, 1988 b). Otros autores obtienen resultados diferentes segin la cepa
bacteriana y el sustrato de que se trate (McEldowney y Fletcher, 1988 b).

- Especie 0 cepa bacteriana

Pedersen ef al. (1986) indican que el principal factor que influye sobre la adhesion es la
especie bacteriana de que se trate. Las especies bacterianas difieren considerablemente en la
calidad y cantidad de polfmeros de la superficie celular, por tanto no es sorprendente que
también varfe su capacidad de adhesién al sustrato, as{ como la fuerza de la adhesién
(Fletcher y McEldowney, 1984, Pringle y Fletcher, 1983). También se pueden encontrar
diferencias entre distintas cepas de 1a misma especie (Fletcher, 1980 a).

En un sistema acudtico natural, en el que existe una amplia variedad de especies
bacterianas, 1a adhesién estd influida por 1a composicién de la poblacién y puede diferir de
1a adhesién que presenta cada una de las especies en cultivo puro. Los resultados dependen
de 1a combinaci6n de especies y de 1a secuencia de adhesion. En experimentos de laboratorio,
tanto en pruebas de adhesion simultdnea como secuencial, se ha observado que la presencia
de una especie puede influir sobre 1a adhesién de otra aumentdndola, disminuyéndola o no
teniendo efecto sobre ella, dependiendo de las bacterias y del sustrato de que se trate
(McEldowney y Fleicher, 1987).
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- Hidrofobicidad de la superficie bacteriana

Diversos autores han comprobado en diferentes hibitats que las cepas con hidrofobicidad
alta se adhieren mejor a las superficies (Fatton y Shilo, 1984; Hoog y Old, 1987). Las
bacterias en ambientes acudticos son predominantemente Gram negativas y tales células
pueden aumentar su hidrofobicidad en condiciones oligotréficas (Kjelleberg, 1984), 1o que
podria incrementar su capacidad para unirse a superficies hidr6fobas (Breznak, 1984).

- Estado fisiologico del fitoplancton

Algunas algas durante el crecimiento exponencial producen sustancias antimicrobianas; por
eso, es frecuente observar que la proporcion de bacterias adheridas es mayor cuando comienza
el crecimiento del fitoplancton o cuando estd senescente, momento en ¢l que se liberan
compuestos organicos que son répidamente utilizados por 1as bacterias heterétrofas (Bell y
Albright, 1982). Estos autores observan que la clorofila a y la produccioén primaria estan
inversamente correlacionadas con el porcentaje de bacterias adheridas (Albright et gl., 1986).

- Salinidad y concentracién de particulas

La abundancia de particulas puede ser el determinante més comin de la abundancia de
bacterias adheridas en sistemas acudticos naturales (Pedrds-Alié y Brock, 1983 a). Bell y
Albright (1982) encuentran que existe una correlacioén positiva entre el nimero de partfculas
y el nimero de bacterias adheridas y negativa entre la salinidad y el nimero de bacterias
adheridas. Otros autores también encuentran una correiacién positiva entre el mimero de
partfculas y el de bacterias adheridas (Iriberti et al., 1987; Palumbo et al., 1984; Pedrés-Ali6
y Brock, 1983 a; Yoon y Rosson, 1990), mientras que para otros (Albright et al., 1986) no
existe correlacién,

- Flujo hidrailico del sistema

El flujo hidrdulico y 1a velocidad de 1a corriente pueden influir sobre la abundancia de
bacterias adheridas. S8i el flujo es demasiado répido, la mayorfa de 1a biomasa bacteriana se
encuentra adherida a superficies (Fletcher y Marshall, 1982 a; Pedr6s-Alié y Brock, 1983 a),
tendiendo a acumularse en depresiones o fisuras de 1as mismas (Fletcher, 1980 b; Fletcher y
Marshall, 1982 a). Pedersen (1982 b) observa que al aumentar la velocidad de flujo, aumenta
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la produccién de biofilm.

- Otros factores in vitro

En la adhesion bacteriana in vifro también influyen otros factores, ademds de los

anteriores:

Concentracién del cultivo: al aumentar la densidad de células del cultivo, aumenta el
nimero de colisiones bacterianas con 1a superficie de adhesién, con 10 que aumenta la
oportunidad de adhesién (Fletcher, 1977; Pedersen et al., 1986).

Tiempo de adhesién: del mismo modo que en el punto anterior, al aumentar el tiempo,
aumenta el mimero de colisiones y por tanto la posibilidad de que se produzca la adhesién
(Fletcher, 1977).

Condiciones del cultivo: dentro de una cepa bacteriana dada, 1a adhesion puede variar al
cambiar alguna caracterfstica del cultivo, por ejemplo limitacién de carbono o de nitrégeno
o variacion en la fuente de carbono. Parcce posible que estas variaciones en la capacidad
de adhesi6n, inducidas por las distintas condiciones de crecimiento, sean debidas, al menos
en parte, a diferencias asociadas con la composicion de 1a superficie celular (Fletcher y
McEldowney, 1984). ya que los componentes macromoleculares de la superficie bacteriana
varfan en cantidad y composicién con las condiciones de crecimiento (McEldowney y
Fletcher, 1986 a).

Edad del cultivo: 1a adhesién es mayor en la fase de crecimiento exponencial que en la
estacionaria ¢ en la de muerte, debido a que la etapa de crecimiento influye en la
movilidad celular y en 1a calidad o cantidad de polfmeros de 1a superficie celular (Fletcher,
1977; Harber et al, 1983; Pedersen et al., 1986). El movimiento de las células es
importante porque anmenta mucho la posibilidad de que una bacteria se encuentre con una
superficie potencialmente colonizable y ademds 1a energfa cinética de las células moéviles
puede ser importante para vencer las fuerzas eléctrostéticas de repulsién que pueden existir
entre la superficie bacteriana y la de adhesion (Fletcher, 1980 a; Harber et al., 1983;
Marshall et al., 1971). Stratford y Wilson (1990) afirman que, para que se produzca la
adhesién, la energfa de colisién debe ser aita, por lo que el movimiento browniano serfa
insuficiente para producir contacto. Fletcher (1977) observa que los cultivos en fase
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logarftmica tienen la mayor proporcién de cé€lulas méviles. Fletcher (1980 a, b) comprucba
que l1a adhesion de Psendomonas al poliestireno resulta inhibida al eliminar los flagelos.
Harber y colaboradores (1983) estudiando 1a adhesion de E. coli al poliestireno, observan
que las cepas que poseen fimbrias tipo I y flagelos se adhieren més y mejor durante la
fase exponencial, ademds comprueban que las cepas adherentes pueden volverse no
adherentes, simplemente inhibiendo 1a sfntesis de los flagelos, por 1o que deducen que la
influencia de los flagelos puede deberse no s6lo a 1a movilidad de las células, sino a que
los propios flagelos pueden estar directamente implicados en Ia adhesion. Jones er al.
{(1981) comprueban asimismo que 1la movilidad promueve la adhesién de Salmonella
typhimurinm a céluias Hel a.

En cuantc 2 1a produccién o secrecién de polimeros adhesivos por las bacterias, exisic
una evidencia apreciable de que estd influida por la edad del cultive y, puesto que estos
polfmeros juegan un papel importante en }a adhesion, ésta se¢ encontrar afectada por las
variaciones que se produzcan en los mismos (Fletcher, 1977). Van Loosdrecht et al.
(1990} sugieren que el aumento de la adhesién en la fase logarftmica pucde ser debido a
un aumento de la hidrofobicidad de la pared celular durante esta fase.

1.4.5. IMPORTANCIA DE LA ADHESION

La adhesion bacteriana a superficies juega un importante papel en una amplia variedad de
situaciones, de las que aquf resumiremos algunas.

1.4.5.1. Ecolégica

- La adhesién de bacterias a sustratos s6lidos les puede conferir una ventaja en términos de
disponibilidad de nutrientes (Breznak, 1984).

- Las bacterias que crecen sobre superficies en el medio ambiente desempefian una labor
beneficiosa debido a su papel en el continuo "turn-over” de residuos orgénicos y minerales
{Fletcher et al., 1980).

- La adhesi6n permite a las bacterias subsistir en un nicho nutricional adecuado. Ademds la

envoltura exopolisacarfdica las protege de agentes ambientales perjudiciales y de condiciones
desfavorables (Costerton y Cheng, 1982; McEldowney y Fletcher, 1987).
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- Las bacterias adheridas son mds resistentes a bacteriéfagos debido a que los polfmeros
extracelulares actian como barrera de proteccidn (Hicks y Rowbury, 1987; Wrangstadh er a!.,
1986).

- La existencia de agregados bacterianos puede determinar la dominancia de determinadas
especies de microflagelados en un sistema, debido a que algunos se alimentan
predominantemente de bacterias adheridas (Bodo sp.), mientras que otros consumen
preferiblemente bacterias libres (Paraphysomonas sp.) (Sibbald y Albright, 1988). Asimismo,
aunque algunas especies de zooplancton se alimentan de bacterias libres (Pedrds-Ali6 y Brock,
1983 b; Sibbald y Albright, 1988), parece que las bacterias adheridas a particulas
experimentan una presién de predacién mayor (Fenchel y Jgrgensen, 1977; Rassoulzadegan
y Etienne, 1981).

- La divisién microbiana en las interfases hidrocarburos l{quidos-agua tiene una aplicacién en
1a degradacién del petréleo (Goldberg et al., 1990; Rosenberg y Rosenberg, 1981).

1.4.5.2. Sanitaria

Desde el punto de vista sanitario citaremos varios ejemplos entre los muchos (ue se
pueden encontrar en la bibliografia:

- Las bacterias adheridas tienen una mayor resistencia al cloro y a otros desinfectantes utilizados
para potabilizar ¢l agua de abastecimiento (Berman er al, 1988; Herson et al, 1987,
LeChevallier ef al.,, 1981, 1984 a; Ridgway y Olson, 1982; Ridgway et al., 1984); esto puede
provocar aumentos repentinos ¢ inesperados en los recuentos de coliformes en sistemas de
distribucién de agua potable (Goshko et al., 1983; Hudson et al., 1983} debido al crecimiento
de bacterias adheridas a las paredes de las tuberfas y a la presencia de coliformes en estos
biofiims (LeChevaliier er al., 1987). Asimismo Ia adhesi6n, sobre todo a particuias orgdnicas,
proporciona proteccion frente a la desinfeccion por radiacion ultravioleta, debido a que las
bacterias adheridas estdn menos expuestas y a que las partfculas orgdnicas absorben la
radiacién (Qualls er al., 1983).

- Se ha observado que algunas bacterias patégenas que se pueden transmitir por aguas

contaminadas, como por ejemplo el agente causante del cSlera Vibrio cholerae serogrupo 01,
se encuentran en ellas adheridas a particulas, 10 que anmenta su supervivencia (Tamplin et al.,
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1990).

En numerosas infecciones la adhesién es un prerrequisito para la patogénesis, ya que
constifuye una etapa inicial en 1a colonizacién de tejidos (Wyatt et al, 1990). Algunos
ejemplos son:

* Los patGgenos entéricos colonizan el intestino delgado por medio de adhesinas de superficie
que permiten a la bacteria fijarse a los tejidos humanos y animales, por cjemplo en la
gastroenteritis por E. coli enterotoxigénica (Lindahl y Carlstedt, 1990); se ha comprobado, en
voluntarios humanos, que si esta bacteria carece de adhesinas, no es capaz de colonizar el
intestino delgado y, por tanto, no produce la enfermedad (Walsh y Bissonnette, 1983).

* En la pielonefritis por E. coli, 1as fimbrias P parecen ser un marcador de virulencia (Harber
et al., 1983; Rhen, 1985).

* La capacidad de Staphylococcus aureus para adherirse a 1a mucosa nasal se considera como
un factor que conduce a su colonizacion (Wyatt et al., 1990).

* Las caries dentales se producen cuando bacterias anaerobias adheridas, comprendidas en 1a
placa dental, producen 4cido que destruye ¢l esmalte dental (Gibbons y van Houte, 1975).

Los microorganismos adheridos, por ejemplo, a particulas de alimento, son mucho mds
resistentes al dcido géstrico que los no adheridos, por 1o que la adhesién puede ser un factor
importante en la supervivencia de estos microorganismos y por tanto su capacidad para
producir 1a infeccién (Poynter et al., 1986)

La resistencia de Pseudomonas aeruginosa a 108 mecanismos de defensa del huésped se debe
a la produccién de microcolonias envuehias en exopolisacdridos sobre la superficie de los
tejidos de los 6rganos infectados (Baltimore y Mitchell, 1980; Lam et al., 1980; Marrie erf al.,
1979; Schwartzmann y Boring, 1971); esto en muchos casos aumenta ademés su resistencia
a la terapia convencional con antibidticos y otros agentes antimicrobianos (Costerton y Cheng,
1982; Costerton ef al., 1987; Gilbert et al., 1987, 1989; Wrangstadh et al., 1986).

Se han descrito también numerosos problemas producidos por bacterias capaces de adherirse
a distintos materiales utilizados en implantes biomédicos y dispositivos trascutdneos, como por
ejemplo catéteres intravasculares y peritoneales y vdlvulas cardiacas. S. epidermidis infecta
frecuentememte estos implantes (Hogt ef al., 1983). En una primera fase la bacteria se adhiere
a la superficie del dispositivo; después tiene lugar, por parte de ciertas cepas, 1a produccién

de un polisacérido extracelular que, in vivo, forma un complejo con factores del huésped
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dando lugar a una matriz extracelular que ancla a las bacterias firmemente a las superficies
de los implantes y las protege de 1as defensas del huésped (Dunne y Burd, 1991).

1.4.5.3. Industrial

Desde el punto de vista industrial 1a adhesién microbiana es importante tanto por los
efectos perjudiciales que pueda ocasionar, como por los beneficiosos. Algunos de los efectos
perjudiciales mds cominmente observados son:

- El desarrollo de microcolonias de algunas especies bacterianas sobre los metales puede
constituir un foco de corrosién (Beech y Gaylarde, 1989; Costerton y Geesey, 1979b;
Characklis, 1984; Gordon, 1987; Pedersen, 1982 a).

- Las bacterias que forman parte de microcolonias adheridas en sistemas acudticos industriales
son, en muchas ocasiones, resistentes a biocidas (Costerton y Geesey, 1979b; Herson et al.,
1987; LeChevallier er al., 1984 a; McEldowney y Fletcher, 1987; Ridgway et al., 1984;
Ridgway y Olson, 1982).

- La adhesion de bacterias sobre superficies de procesamiento en fébricas de alimentos son una
fuente potencial de contaminacién (McEldowney y Fletcher, 1987). En la industria de la
alimentacién este riesgo se considera que disminuye cuando tales superficies estdn secas, en
parte porque el crecimiento y 1a supervivencia estarfan reducidos (McEldowney y Fletcher,
1988 a). Sin embargo, se ha observado la capacidad de bacterias no formadoras de
endoesporas para resistir condiciones de desecacion por extensos periodos de tiempo en
superficies de procesado de alimentos. McEldowney y Fletcher (1988 a) sugieren que el
exopolfmero hidratado que rodea las células mantiene un ambiente adecuado, protegiéndolas
de la desecacion. Ademds, las endoesporas de algunas especies bacterianas, con gran
resistencia a la desinfeccién y esterilizacién por calor, se pueden adherir a superficies de
equipos de fabricacién, lo que puede ser un importantfsimo problema en las industrias de
alimentacion y farmaedtica (Husmark y Ronner, 1990; Ronner et al,, 1990).

- La adhesion bacteriana en los intercambiadores de calor ocasiona una disminucién en su

conductividad, disminuyendo, por 1o tanto, el rendimiento (Bar-Or, 1990; Characklis, 1984;
Pedersen, 1982 a; Ridgway et al., 1984).
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- La colonizacién de superficies y el desarrollo de biofilms pueden afectar adversamente a la
eficiencia de muchos procesos de membrana industriales, por ejemplo 1a 6smosis inversa. Al
colonizarse la superficie de las membranas de diacetato de celulosa, disminuyen
progresivamente tanto el flujo de agua como las propiedades de retencién de minerales de las
membranas (Ridgway et al., 1983, 1984).

Respecto a los efectos beneficiosos, citamos también algunos ejemplos:

- Gracias a 1a adhesion puede favorecerse la fermentacion en procesos industriales, por ejemplo,
en la produccidn rdpida del vinagre (Characklis, 1984).

- Las peifculas microbianas y fas células inmovilizadas, junto con reactores de lecho fluido y
fijo, son un importante componente de procesos de fabricacién en la industria biotecnoldgica
(Wardell, 1988).

- Fl watamiento de aguas residuales depende de 1a accion de microorganismos adheridos que
absorben y degradan compuestos orgdnicos y nitrogenados (Bar-Or, 1990; van Loosdrecht et
gl., 1990; Wardell, 1588).



1.5. EMBALSE DE «EL ATAZAR»

Fl embalse de «El Atazar» estd situade a unos 70 km de Madrd, en el Norte de la
Comunidad Auténotna, pertenece a la jurisdiccion de los términos municipales de El Atazar y
Patones, pero sus aguas llegan hasta las estribaciones del casco urbano de EI Berrueco.

El Atazar es el dltimo de Ia cadena de embalses dei rio I.ozoya, formada por otros cuatro
embalses m4s, que superan cada uno ¢l hectémetro cilibico de capacidad. Estos embalses son:
La Pinilla, Riosequillo, Puentes Viejas y El Villar, Segin el Canal de Isabel II, El Atazar
multiplica por 2,7 1a capacidad de los otros cuatro juntos (Canal de Isabel II, 1972).

El Atazar es una presa de tipo béveda-cipula, con un muro de 141 m de aitura y una
longitud de coronacién de 370 m, esto, unido a una cola méxima de 17 km, permite al embalse
contener una cantidad de agua de 426 hm?, que inunda una superficie de 1.200 hectdreas.

Se termind su construccién en 1972 y entré en funcionamiento real en 1974, abasteciendo
de agua potable a Madrid. La raz6n fundamental de su construccién fue regular los excesos de
precipitacién en la cuenca del o Lozoya respecto a la capacidad de 1os otros cuatro embalses.
Su principal papel es pues realizar una regulacion anual de caudales vitales en el abastecimiento
a Madrid (Cubillo et al., 1990).

I.a entrada de agua al embalse se produce por varios caminos: escorrentia superficial,
regulacion hidrailica de la cadena del rio Lozoya y rfos y arroyos que desembocan en el
embalse. La escorrentfa superficial es muy importante en la consecucién de caudales y se ve
potenciada por dos factores: su amplia cuenca de recepcion (con 982 km?) y 1a impermeabilidad
del terreno, constituido en su mayorfa por materiales como pizarras, granitos, neises, etc. (Fuster
et al., 1971).

La geologfa de 1a zona de EI Atazar presenta una clara diferenciacién entre sus mitades
este y oeste. Mientras que su mitad este es homogénea y compuesta por pizarras del Ordovicico,
la mitad oeste es mds fragmentada y de una geologia distinta. Asf, a la altura de Cervera de
Buitrago, encontramos una franja estrecha de rafias y arenas del Plioceno; ésta es la zona donde
Ja escorrentia superficial es menor, debido a una mayor infiltacién. Junto a ésta, y terminando
de rodear casi por completo ¢l embalse, existe una zona granitica que se prolonga hasta

Bustarviejo. Contigua a estos granitos, en la mitad oeste orilla sur, aparece una zona de neises
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unidos al gran macizo central metamdérfico de 1a cordillera de Guadarrama (Fuster et al., 1971).
En las cercanias del embalse no se observa ninguna falla aparente. En la construccién se
encontraron varias diaclasas en 1a cubeta cuyo material de relleno no ofrecfa garanifas; fueron

vaciadas y rellenadas con hormigén (Canal de Isabel II, 1972).

1.6. OBJETO DEL TRABAJO

El abastecimiento de agua potable a la poblacion es un problema que debe preocupar a
las autoridades, principalmente las sanitarias, tanto nacionales como locales. Cada dia son
mayores las cantidades de agua que se requieren por habitante, y debido a la irregularidad
pluviométrica de nuestro pafs, es necesario realizar una regulacion de los caudales por medio
de embalses.

Es innegable 1a necesidad de suministrar este agua en condiciones dptimas, ya que puede
ser un medio de transmisién de enfermedades. La legislacién espafiola estipula los andlisis que
son necesarios para controlar su calidad, que incluyen tanto la valoracion de pardmetros fisico-
qufmicos como microbiolégicos (B.O.E., 1983; B.O.E., 1990). Para realizar el control de la
calidad microbiolégica es sobradamente conocido que no se intenia realizar el aislamiento de
posibles microorganismos patégenos, sino de aquellos que se encuentran siempre en heces,
denominados indicadores fecales, que incluyen califormes, estreptococos y esporas de clostridios
sulfito-reductores. La razdn para su utilizacion se ha basado en el concepto de que estos
microorganismos son mds ficiles de detectar que los patégenos, por encontrarse en mayor
ndmero y tener una supervivencia mids larga.

Por lo tanto estos grupos microbianos tienen mucho interés, debido a su enorme
importancia, por 10 que han sido objeto de tos mds diversos trabajos, que incluyen desde
estudios para mejorar su recuento y aislamiento, hasta la evaluacién de los efectos de los

distintos factores, biGticos y abi6ticos, sobre su supervivencia.

La asociacién de bacterias con material particulado es de considerable importancia en
ambientes acudticos. Existen numerosos trabajos sobre la adhesién microbiana en aguas dulces.
Los distintos autores que trabajan en este tema estdn de acuerdo en que el grado de adhesién
en ambientes dulceacufcolas varfa considerablemente. También existe comin acuerdo en que la

adhesién bacteriana a partfculas puede tener una gran influencia sobre 1a supervivencia de los
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microorganismos.

Sin embargo, por regla general, todos estos estudios s6lo se han realizado sobre la
micropoblacién total, determinando el nimero de bacterias libres y adheridas a particulas, pero
no conocemos ninguno que haya realizado una discriminacién entre libres y adheridas en

diferentes grupos bacterianos.

Por ello hemos crefdo de interés determinar si existe una tendencia a la adhesion en grupos
microbianos de gran importancia para determinar la calidad microbioldgica de las aguas como
son los indicadores de contaminacién fecal, aspecto que contribuiria a un mayor conocimiento

del comportamiento de estos microorganismos en el ambiente acudtico.

Para esto se ha elegido una estacién de muesireo en la cabecera del embaise de El Atazar,
realizdndose 1a recogida de muestras a distintas profundidades, para determinar si existfan
diferencias, tanto espaciales como temporales en el mimero total de bacterias de los grupos
escogidos y en el porcentaje de ellas que se presentan adheridas a particulas.

Los pardmetros microbioldgicos estudiados han sido:

* Recuento directo, para conocer el nimero total de bacterias en el embalse, determinando el

porcentaje de células que se encuentran respiratoriamente activas.

* Recuento de bacterias heterGtrofas viables a 22°C y 37°C, determinando el nimero total y ¢l
mimero de ellas que se encuentran adheridas a particulas,

* Recuento de coliformes totales y fecales, realizando, asimismo, la discriminacién entre el
ndmero total y el de adheridos a partfculas.

* Recuento de estreptococos fecales, totales y adheridos a particulas.

Complementariamente se¢ ha realizado la identificacién de las cepas de coliformes y de
estreptococos fecales seleccionadas. Con algunas de estas cepas se han realizado ensayos de
adhesién in vitro para intentar determinar si existen diferencias en su tendencia a 1a adhesi6n,
segun esten libres o adheridas en la muestra de agua.



También se han estudiado algunos pardmetros fisico-quimicos, que nos ayudan a conocer
un poco més el entorno en el que se encuentran los microorganismos estudiados y nos permiten
buscar posibles influencias de los mismos sobre l1a micropoblacién. Los pardmetros evaluados
han sido:

* Perfil de temperatura, oxigeno disuelto y porcentaje de saturacion de oxigeno de la columna
de agua del embalse, imprescindibles en el estudio de un embalse debido, como ya hemos citado

en la introduccion, a la importancia de la estratificacién térmica.

* Concentraciones de los compuestos de nitrégeno més importantes en el ¢studio de la dindmica
de un embalse, como son el i6n amonio, 108 nitritos y 1os nitratos.

* Concentraciones de ortofosfatos y fésforo total, pardmetros de gran importancia debido a que
el fésforo es el principal elemento limitante en numerosos sistemas acuiticos.

* Demanda qufmica de ox{geno, importante como medida de 1a cantidad de materia orgénica
del agua.

Creemos que esta investigacién puede tener interés, ya que al determinar 1a proporcion de
bacterias adheridas en los distintos grupos bacterianos estudiados, aborda un punto de vista poco
investigado, 10 que puede servir de complemento a 10s estudios que continuamente se estin
realizando sobre la adhesion bacteriana. Hemos elegido los indicadores sanitarios para la
realizaci6n de este trabajo debido a la importancia que la adhesiOn a particulas puede tener en
Su supervivencia y en su resistencia a algunos agentes utilizados para potabilizar el agua de
abastecimiento.
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2. MATERIAL Y METODOS



2.1. TOMA DE MUESTRAS Y SU CONSERVACION

La recogida de muestras se realiza en la cabecera del embalse, en un punto situado a una
distancia aproximada de unos 100 m de la pared de la presa y equidistante de ambas orillas.

Las muestras se recogen con una botella de muestreo, para toma de muestras en
profundidad, que se hace descender hasta la profundidad deseada por medio de un cable de acero
marcado metro a metro, al finai del cual va unido un lastre que facilita el descenso y evita
desviaciones de la vertical.

El equipo toma-muestras se baja con ambas tapas abiertas, Al llegar a la profundidad
deseada, se envia por €l mismo cable un mensajero, que al golpear contra el dispositivo de
enganche de Ias tapas las libera, con 1o que la botella se cierra (Herbert, 1988). Una vez en la
superficie, las muestras se pasan a recipientes de pléstico estériles de 1,5 1 de capacidad.

Durante toda la campafla de muestteo s¢ toman las muestras a las siguientes
profundidades: 25 cm, 2, 4, 6, 8, 10, 20 y 40 m.

Las muestras se transportan en irio, en neveras poridtiles, hasta el laboratorio y se analizan
en ¢l mismo dia.

2.2. REALIZACION DE LOS PERFILES DE TEMPERATURA, OXIGENO DISUELTO
Y TANTO POR CIENTO DE SATURACION DE OXIGENO

Los perfiles de temperatura, concentracion de oxigeno disuelto y porcentaje de saturacion
de oxfgeno de la columna de agua, se realizan in situ con un aparato electrénico marca pHOX
62, provisto de una sonda de 30 m, marcada metro a metro.

Una vez ajustado el aparato, se hace descender 1a sonda, lentamente para que se vaya

estabilizando, hasta la profundidad de 30 m, realizdndose la lectura de los tres pardmetros.
Posteriormente, se va subiendo la sonda metro a mefro efectudndose las mismas lecturas.
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2.3 METODOS MICROBIOLOGICOS

2.3.1. DETERMINACION DE LA POBLACION BACTERIANA TOTAL

El nimero de bacterias totales se determina por recuento directo con naranja de acridina
(Acridine Orange Direct Count, AODC) segtn la técnica de Hobbie et al. (1977), modificacién
de 1a de Francisco et al. (1973).

Para ello se utilizan filtros Nucleopore de policarbonato (Bowden, 1977) de 0,2 um de
didmetro de poro y 25 mm de didmetro, tefiidos con Negro Irgalan (Ciba-Geigy) en solucion
al 0,2% en 4cido acético al 2%, esterilizada por filtracién. Antes de usar los filtros, €stos se
lavan por pases sucesivos por agua destilada esterilizada por filtracién (Hobbic ef al.,, 1977)

Un mililitro de 1a dilucion deseada de la muestra se trata durante 3 minutos con 0,2 ml
de soluci6n de naranja de acridina al 1%, esterilizada por filtracién (Hobbie ez al., 1977). Una
vez transcurrido este tiempo, se pasa la mezcla a través de los filtros de policarbonato tefiidos,
utilizando un soporte Millipore de vidrio esmerilado. Una vez terminada la filtracién, se hace
pasar a través del filiro agua destilada, esterilizada por filtracién, para lavar y quitar los excesos
de colorante,

El filtro se coloca sobre un porta-objetos, se afiade una gota de vaselina liquida, se coloca
encima un cubre-objetos y sobre él una gota de aceite de inmersi6n. La preparacién asf obtenida
se observa con objetivo de inmersién en microscopio de epifluorescencia, equipado con un
ocular cuadriculado para facilitar el recuento. Se cuentan todas las bacterias que presentan
fluorescencia verde.

Los recuentos se efectuan en al menos 20 campos por preparacion. Conociendo el didmetro
del campo del microscopio, el del filtro y la cantidad de muestra filtrada, se realizan los célculos

necesarios para expresar los resultados como bacterias totales por mililitro,

Todas las soluciones que se utilizan en esta técnica (negro irgalan, naranja de acridina y
agua destilada) deben estar esterilizadas por filtracion para eliminar cualquier particula que
tengan en suspension y evitar falsos resultados. Ademds, nosotros, para asegurar la esterilidad,
afiadimos a todas las soluciones formol a una concentracién final del 1%.
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2.3.2. RECUENTO DE LAS BACTERIAS RESPIRATORIAMENTE ACTIVAS

Para estimar €l mimero de bacterias respiratoriamente activas, en ¢l momento de tomar las
muestras en el embalse, se realiza la incubacién in situ y en la oscuridad con INT (cloruro de
p-icdo fenil, 3-p-nitro fenil, 5-fenil tetrazolio; Sigma) segin la técnica de Zimmermann et al.
(1978) modificada por Maki y Remsem (1981).

El INT se prepara a una concentracion del 0,1% en agua destilada y se esteriliza por
filtracién con filros Millex (Millipore) distribuyéndolo en recipientes estériles de 100 ml, a
razén de 10 ml en cada uno.

En el embalse, con cada una de 1as muestras recogidas, se completan los recipientes hasta
100 ml, manteniéndose la mezcla durante 20 minutos a temperatura ambiente y en ia oscuridad.
Transcurrido este tiempo, se detiene la incubacién afiadiendo 1 ml de formaldehido al 10%.

Las bacterias que tienen su cadena de transporte €lectronico en actividad, utilizan el INT
como Wltimo aceptor de electrones, reduciéndolo a Formazin que gueda como cristales de color
rojo-ladrillo en el interior de la bacteria (Betts et al., 1989; Zimmerman et al., 1978).

La observacion se realiza tifiendo 1as bacterias con naranja de acridina, segin la técnica
descrita en el apartado anterior y observando con objetivo de inmersion en microscopio de
epifluorescencia. Se efectua el recuento de las bacterias que presentan los cristales rojo-ladrillo

en su interior, Los resultados se presentan como porcentaje respecto a las bacterias totales.

2.3.3. RECUENTO DE BACTERIAS HETEROTROFAS CON CRECIMIENTO A 22°C
Y A 37°C, TOTALES Y ADHERIDAS A PARTICULAS

El recuento de bacterias heterdtrofas se¢ realiza por el método de dilucién en placa,
sembrando 1 ml de las diluciones decimales, realizadas en solucién salina al 9%.. Se utiliza
como medio de cultivo el agar de recuento en placa (Adsa-Micro), incubando a 22°C y a 37°C,
durante 5 dfas y 48 horas respectivamente (APHA, 1989)

Para realizar la segregacion entre bacterias libres y adheridas a partfculas, se filtra la

muestra por un filtro de 3 pm de didmetro de poro, en el que quedan retenidas las bacterias que
se encuentran adheridas a particulas (Fry, 1988; Goulder, 1977; Pedr6s-Ali6 v Brock, 1983 a;
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Yoon y Rosson, 1990), recogiendo el filirado en un kitasato estéril. Posteriormente se realiza
el recuento de bacterias totales en 1a muestra sin filtrar y el de las libres en el filtrado. Por
diferencia entre las bacterias totales y las libres obtenemos el mimero de aquellas que se
encuentran adheridas a particulas.

Todos los recuentos se efectuan por duplicado. Los resultados se expresan como ufc/mi.

2.3.4. RECUENTO DE BACTERIAS DEL GRUPO COLIFORME, TOTALES Y
ADHERIDAS A PARTICULAS

Al efectuar el recuento de este grupo de bacterias se realiza igunalmente una segregacion
enfre el nidmero total de bacterias coliformes y el nimero de aquellas que se encuentran
adheridas a partfculas. Para ello, como en el caso anterior, se realizan los recuentos en la
muestra sin filtrar y en el filtrado obtenido después de pasar por un filtro de 3 pm de didgmetro
de poro. Todos 10s recuentos se efectian por duplicado. En algunas muestras s¢ incuba tambien
el filtro de 3 um de didmetro de poro, en las mismas condiciones, con el fin de obtener cepas
que se encuentran adheridas a particulas, para realizar posteriormente los ensayos de adhesion
in vitro, como se detalla en el apartado 2.3.7,

El método utilizado para realizar los recuentos es el de filtracién por membrana, usando
fiitros de 47 mm de didmetro y de 045 pm de didgmetro de poro. Se filtran 10 mi de Ias
diluciones decimales.

El medio elegido, después de ensayar con algunos de los més utilizados en la bibliografia,
es ¢l caldo m-Endo (Burlingame, et al., 1984; Rivera et al., 1988; Mates y Shaffer, 1989),
impregnado en almohadillas absorbentes en placas Petri de 49 mm de didmetro. Las colonias
tfpicas desarrolladas en este medio son de color rosa fusia con o sin brillo metdlico.

La incubaci6n se realiza siempre en anaerobiosis para impedir que parte de la flora
bacteriana acompafiante, que podria crecer en el caldo Endo, se desarrolle.

Se efectian los recuentos de coliformes totales y fecales, incubando las placas para los

primeros a 37°C durante 48 horas y para los segundos 2 44,5°C durante 24 horas. Los resultados
se expresan como ufe/100 ml.
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2.3.5. RECUENTO DE ESTREPTOCOCOS FECALES, TOTALES Y ADHERIDOS A
PARTICULAS

El recuento de estreptococos fecales se realiza por el método de filtracién por membrana
utilizando filtros Millipore de 47 mum de didmetro y 0,45 pm de didmetro de poro. Se filtran 100
ml de muestra, El medio utilizado es ¢l agar de Slanetz y Bartley (Collin er l., 1988; Devriese
et al., 1992). La incubacién se realiza a 37°C durante 48 horas. Las colonias tipicas son de color
rojo ladrillo. ‘

Como en los casos anteriores, también efectuamos aqui una segregacion entre el mimero
total de estreptococos fecales y el nimero de adheridos a particulas, pero en este caso, en lugar
de realizar los recuentos solamente en la muestra sin filtrar y en el filtrado obtenido después de
pasar por un filiro de 3 pm, también se coloca el fiitro de 3 um sobre la superficie del medio
utilizado, obteniendo en este caso el nimero de estreptococos fecales adheridos a particulas. La
razon de hacerlo asf, es porque estos microorganismos se encuentran en un nimero muy inferior
al de los grupos anteriores y el error cometido al calcular el nimero de bacterias adheridas
podria ser mayor. Ademds estas cepas s¢ utilizan, junto con las obtenidas en el recuento
efectnado en el filtrado, para realizar 108 ensayos de adhesion in vitro, como se detalla en el
apartado 2.3.7.

Los resultados de los recuentos se expresan como ufc/100 ml
2.3.6. IDENTIFICACION DE BACTERIAS

2.3.6.1. Identificacién de las cepas de coliformes

Las colonias tfpicas aisladas en el medio de recuento se siembran en agar triptona-soja
(TSA), incubdndose A 37°C, 24 h. A partir del cultivo obtenido, en primer lugar se procede a
su confirmacién, realizando algunas pruebas preliminares: tincién Gram, produccién de gas en
caldo lactosado, citocromo-oxidasa, siembra en medio de Hugh-Leifson para
oxidacién/fermentacién de la glucosa, y ONPG (orto-nitrofenil-beta-D-galactopiran6sido).
Posteriormente con las cepas confirmadas se realizan Ias siguienies pruebas para su
identificacion: movilidad, por el método de 1a gota pendiente; catalasa; crecimiento en medio
Kligler, donde se realiza la lectura de tres pruebas, glucosa, lactosa y produccién de SH,; indol;
rojo de metilo y Voges-Proskauer; citrato (Daguet, 1977); lisina descarboxilasa; ornitina
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descarboxilasa; arginina dehidrolasa; fenilalanina desaminasa; tript6fano desaminasa (Oberhofer,
1985); ureasa; hidrélisis de la gelatina; produccion de 4cido a partir de glucosa, manitol, inositol,
sorbitol, ramnosa, sacarosa, melobiosa, amigdalina y arabinosa; reduccién de nitratos (Daguet,
1977).

Para la identificacién de algunas de las cepas se han utilizado las galerias API 20E

(Biomerieux), aunque en algunos casos han sido necesarias prugbas complementarias,

Para 1a clasificacién en especies se han seguido los criterios del Manual Bergey’s (Krieg
y Holt, 1984).

2.3.6.2. Identificacién de las cepas de estreptococos fecales

Las colonias tipicas aisladas en el medio de recuento se siembran en TSA, incubando a
37°C, 24 h. A partir del cultivo obtenido se realizan las siguientes pruebas para su identificacién:
hidrélisis del almidén (Ruoff, 1992), produccion de 4dcido a partir de lactosa, manitol, sorbitol,
rafinosa y sacarosa (Devriese et al., 1992; Ruoff, 1992).

Para la clasificacion en especies se han seguido los criterios del Manual Bergey’s (Sneath
et al., 1986).

2.3.7. ADHESION IN VITRO

Con una seleccién de las cepas aisladas en los recuentos de coliformes y estreptococos,
se realizan ensayos de adhesién in vifro. Se utilizan cepas, pertenecientes a estos dos grupos,
aisladas de los recuentos de bacterias libres y cepas crecidas sobre los filtros de 3 pm, sobre los
que s610 se quedan retenidas 1as bacterias que se encuentran adheridas a partfculas (ver apartados
2.34.y235)

Para llevar a cabo los ensayos se cultivan 1as cepas que van a ser utilizadas en caldo
triptona soja (TSB) hasta alcanzar la fase exponencial. El comienzo de 1a fase exponencial se
determina realizando la curva de crecimiento. Por lo general los tiempos de incubacién oscilan
entre 18 y 22 horas. Posteriormente se recogen las células por centrifugacion, lavando dos veces
con tampdn fosfato y resuspendiendo en tampén fosfato hasta una densidad 6ptica de 0,1 a 540
nm (McEldowney y Fletcher, 1986 a).
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Para estudiar la adhesi6n al poliestireno, se afiaden 5 ml de la suspensién obtenida a placas
Petri de este material, de 49 mm de didmetro, que sirven como sustrato de adhesién, dejandose
durante 60 minutos a 22°C. Transcurrido este tiecmpo, se lavan con tampon fosfato para retirar
las bacterias que no se encuentran adheridas, fijando las adheridas con fijador de Bouin (71%
v/v de solucion acuosa saturada de 4cido picrico, 24% v/v de formol; 5% v/v de 4cido acético),
tifiendo a continuacién con cristal violeta (5 g/l) (McEldowney y Fletcher, 1986 a), y contando
al microscopio. Conociendo el didmetro del campo del microscopio y el didmetro de la placa
Petri, es posible calcular e} nimero total de bacterias que se han adherido a 1a placa. Por otra
parte s¢ estima el mimero de bacterias que permanecen en la solucion, por €l método de recuento

en placa, expresandose los resultados como porcentaje de células adheridas.
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2.4. METODOS FISICO-QUIMICOS

2.41, pH

E] pH se determina en el 1aboratorio, procurando que el tiempo transcurrido entre la toma
de muestras y la medicién sea el minimo posible. En nuestro caso fue siempre inferior a 6 horas.
Se emplea un pHmetro DIGIT 501 marca CRISON, con compensador de temperatura y
calibrador.

2.4.2, CONCENTRACION DE ION AMONIO

Para la valoracion del i6n amonio se utiliza el método colorimétrico de Nessler, cuyo
fundamento es Ia formacion de un complejo amarillo-pardo-rojizo de I(NH,)Hg que se obtiene
cuando se mezcla ¢l reactivo de Nessler (I,Hg 21K) con la muestra que contiene ién amonio.
La intensidad de color, funcion del amonio presente, se determina por colorimetria a 415 nm (de
1a Rubia, 1980). A la muestra se le afiade tartrato-sédico-potdsico (o sal de L.a Rochelle) para
evitar la precipitacién de los iones calcio y magnesio presentes en la muestra (APHA, 1989).
El resultado se expresa en mg/l.

2.4.3. CONCENTRACION DE NITRITOS

El método colorimétrico empleado para la valoracion de nitritos es el de 1a sulfanilamida.
En este método el compuesto diazoico, formado por la diazotacién, en medio 4cido, de la
sulfanilamida por los nitritos presentes en el agua, se combina con la N-(1-naftil) etilendiamina,
produciendo un complejo de color rojo prpura que se determina colorimétricamente a 435 nm
(Rodier, 1981). Se expresan los resultados en mg/l.

2.4.4. CONCENTRACION DE NITRATOS

El método colorimétrico empleado para la valoracién de 1a concentracion de nitratos es
el de la reduccién con cadmio. En este método se emplea cadmio-cobre granulado para reducir
los nitratos a nitritos, que se determinan mediante la diazotacidén de la sulfanilamida y su
copulacién con el clorhidrato de N-(1-naftil) etilendiamina para formar un complejo rojo
piirpura, susceptible de valoracion colorimétrica a 535 nm (Rodier, 1981). Los resultados se
expresan en mg/l.
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2.4.5. CONCENTRACION DE ORTOFOSFATOS

El método colorimétrico empleado se fundamenta en la reaccién de los ortofosfatos en
medio 4cido con molibdato aménico y tartrato de antimonio y potasio, formando un complejo
de antimonio-fosfo-molibdato, el cual es reducido por la accion del 4cido ascorbico, dando un
complejo de color azul, cuya intensidad es funcién de la concentracidn de ortofosfatos presentes
en la muestra. La lectura se efecttia a 640 nm (Rodier, 1981). Los resultados se expresan en

mg/l.
2.4.6. CONCENTRACION DE FOSFORO TOTAL

La concentracién de fésforo total se determina segiin el método indicado por el Centro de
Estudios Hidrogréficos (de 1a Rubia 1980), que consiste en hervir suavemente 50 mi de la
muestra durante 30 minutos, con 1 ml de H,SO, 11 N y 0,4 g de (NH,),S0s. Después de
enfriar, se ajusta el pH a 7 con NaOH 1 N, se diluye hasta 50 ml con agua destilada y se
valoran en esta mezcla los ortofosfatos existentes segin el método explicado en el apartado
anterior. Los resultados se expresan en mg/l.

2.4.7. DETERMINACION DE LA DEMANDA QUIMICA DE OXIGENO (D.Q.0.)

Para la estimacién de 1a materia org4nica presente en las muestras, se utiliza ¢l método
de la oxidabilidad al permanganato, segin la técnica recomendada por el Centro de Estudios
Hidrograificos (de 1a Rubia, 1980).

Para ello se ponen a hervir 100 ml de agua de la muestra con 15 ml de H,SO, 1/3.
Cuando comienza la ebullicién se afiaden 10 ml de KMnO, N/100 y se mantiene la mezcla en
ebullicién durante 10 minutos exactos. Transcurrido este tiempo, se afiaden 10 ml de 4cido
oxdlico N/100. Posteriormente se valora con KMnO, N/100 hasta obtener una coloraci6n rosa
pdlida. Se anotan los mililitros de KMnO, gastados en la valoracion,

Para calcular 1a D.Q.0. se aplica la siguiente férmula:

A=I(V+10)xF-10]1:08
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siendo:
A =D.Q.0. expresada como miligramos de oxigeno por litro de agua
V = volumen de KMnO, N/100, en mililitros, gastado en la valoracién
F = factor de la solucién de KMnO, N/100

56



3. RESULTADOS Y DISCUSION



3.1. PERFILES DE TEMPERATURA, OXIGENO DISUELTO Y PORCENTAJE DE
SATURACION DE OXIGENO

Los perfiles de temperatura y de concentracién de oxigeno disuelto en 1a columna de agua
del embalse se encuentran representados en las figuras 1 a 3, en ellas podemos observar que 1a
estratificacién se produjo en el mes de Mayo, permaneciendo en esta situacion hasta el mes de
Noviembre. El madximo espesor del epilimnion apareci6 en Octubre con 16 metros y el minimo
en Junio y Julio con 4 y 5 metros respectivamente. El metalimnion m4s grueso se encontré en
Mayo y Julio con 7 y 9 metros respectivamente y el menor en Junio y Octubre con 2 y 3 metros
respectivamente.

La concentracion de ox{geno disuelto fue siempre bastante elevada, con porcentajes de
saturacion entre el 50 % v el 114 %. Durante los meses en los que el embalse se encontraba en
circulacién 1a concentracion de ox{geno disuelto variaba poco a lo largo de 1a columna de agua
del embalse, oscilando entre aproximadamente 8 y 10 mg/l, 1o que representaba un porcentaje
de saturacién entre el 66 % y el 80 % respectivamente. Naturalmente las mayores diferencias
se encontraron durante €l periodo de estratificacién.

Se observa una sobresaturacion epilimnética en 10s meses de Junio, con un tanto por ciento
de saturacién de 102%, y Julio, con un porcentaje entre 101% y 106%, y una situacion de
saturacién o cercana a ¢lia en los meses de Mayo, con un 94%, y Octubre, con un 100%. Sin
embargo no se detectaron “blooms" de fitoplancton ninguno de los dias de recogida de muesiras,
ni visualmente en el momento de la recogida, ni por la valoracidn de la concentracién de
clorofila. La sobresaturacién puede haber sido debida a tormentas primaverales y veraniegas que
descargaron con frecuencia sobre 1a zona, o también al fuerte aire, habitual durante gran parte
del afio, que provoca olegje, en ocasiones fuerte, y que favorecerfa una oxigenacion de 1a capa
superficial.

En el mes de Mayo encontramos un incremento brusco de 1a cantidad de oxigeno disuelio
en el metalimnion, mientras que al mes siguiente nos encontramos con la situacién opuesta, con
un minimo en €l comienzo de la termoclina, que podria ser consecuencia del consumo de
oxigeno en la degradacién de la materia orgénica (Wetzel, 1983). En Julio vuelve a haber un
aumento de la concentracion metalimnética de oxigeno, liegdndose a obtener porcentajes de
saturacion de 114%. Respecto al hipolimnion la situacién no varfa mucho con respecto al
perfodo de circulacién, siendo las concentraciones de oxigeno disuelto altas durante todo el
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estudio. El embalse de "El Atazar", como ya hemos citado en la introduccion, tiene una
profundidad en cabecera de 141 m, ademais, debido a lo escarpado del terreno, la profundidad
se mantiene en gran parte del embalse, lo que le permite contener una cantidad de oxigeno
disuelto elevada, que disminuye poco a 1o largo del estudio, incluso durante la estratificacién
térmica.

Fstos resultados se pueden comparar con 1os obtenidos por Carballo (1987) en un estudio
realizado en este mismo embalse, aunque en aquella ocasion las concentraciones de oxigeno
disuelto fueron, en su mayorfa, un poco més bajas. Creemos que esto pudo deberse a una
agresién que sufrié el embalse en aguellos afios, debida al trasvase masivo de agua de los
embalses que se encuentran por encima de "El Atazar" en la cadena del Lozoya, todos ellos
eutr6ficos. Esto provocd un aumento en 1as concentraciones de algunos pardmetros estudiados,
tanto fisico-qufmicos como microbiol6gicos, 1o que pudo conducir a un mayor consumo de
oxfgeno (Carballo, 1987; Ferndndez, 1985).
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Fig. 1. PERFILES DE TEMPERATURA/OXIGENO DISUELTO
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Fig. 2. PERFILES DE TEMPERATURA/OXIGENO DISUELTO

(meses Julio, Septiembre, Octubre y Noviembre}
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Fig. 3. PERFILES DE TEMPERATURA/OXIGENO DISUELTO

(meses Diciembre, Enero, Abril y Jullo)
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3.2. PARAMETROS MICROBIOLOGICOS

3.2.1, POBLACION BACTERIANA TOTAL Y CELULAS RESPIRATORIAMENTE
ACTIVAS

- Distribucién temporal

Los resultados de los recuentos directos por naranja de acridina (AQDC) se encuentran
representados en las figuras 4 y 5. El nimero total de bacterias oscilé entre 7,7 x 10%, en el
metro 2 en el mes de Julio, y 1,4 x 107, en el metro 2 en el mes de Abril, encontrdndose durante
la mayor parte del estudio en el orden de 105 1o que estd de acuerdo con otros estudios
realizados en lagos y embalses (Chranowski, 1985; Chrzanowski y Hubbard, 1988; Zinabu y
Taylor, 1989 a, b). De las células bacterianas eran respiratoriamente activas una media de 0,31%
en los meses de invierno, 0,93% en los de primavera, 8,46% en los de verano y 0,81% en los
de otofio. Estos valores se pueden comparar con los de Maki y Remsem (1981) en lagos de
EEUU. Otros autores (Zimmerman et al., 1978) han obtenido valores mayores pero en aguas de

mar costeras.

Como podemos observar en la representacion de la distribucién temporal del nimero de
bacterias totales, existe un marcado descenso en el mes de Julio, que puede tener como causa
el aumento de la intensidad de la radiacién solar y factores relacionados, para aumentar
posteriormente en Septiembre y Octubre. Estos aumentos coincidentes con el comienzo de 1a
etapa de circulacién han sido observados también por Zinabu y Taylor (1989 a), que sugieren
que pueden deberse a una mayor disponibilidad de nutrientes debido a 1a mezcla de 1a columna

de agua.

- Distribucién espacial

En relacion a la distribucidn espacial, ¢s decir, respecto a 1a profundidad, ésta se encuentra
representada en las figuras 6 y 7. Podemos advertir que no existe una heterogeneidad vertical,
ya que la densidad bacteriana no muestra variaciones importantes con la profundidad, sélo se
aprecia en algunos meses (Febrero, Julio y Septiembre) que 1a concentracién es algo menor en
Ia muestra de superficie. En 1a época estival esto puede estar ocasionado por la accién de la
radiacion solar y su influencia sobre otros factores. Como podemos observar no se encuentran
diferencias que distingan la época de estratificacion de la de circulacién. Aunque, como veremos
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Fig.4. RECUENTO DE BACTERIAS TOTALES (AODC)
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Fig.5. RECUEMTO DE BACTERIAS TOTALES (AODC)
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Fig. 7. PERFILES DEL RECUENTO TOTAL (AODC)
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mi4s adelante, en la distribucién de otras variables si existe heterogeneidad vertical, la densidad
bacteriana total no muestra una variacién vertical significativa. Esto mismo es observado por
Zinabu y Taylor en su estudio en ¢l lago Awassa (1989 a).

3.2.2. BACTERIAS HETEROTROFAS
3,2.2.1. Bacterias heterdtrofas con crecimiento a 22°C

Los recuentos de bacterias heterétrofas con crecimiento a 22°C se presentan en las figuras
8 a 11. En cada una de ellas se representa la distribucion temporal, en cada una de las
profundidades estudiadas, de las bacterias viables a 22°C totales y aquellas que se encontraban
adheridas a partfculas. Se realiza la representacién gréfica del logaritmo decimal del ndmero de
unidades formadoras de colonias por mililitro frente al dempo.

- Distribucién temporal

Los niveles de bacterias heterétrofas con crecimiento a 22°C oscilaron entre 5 x 10/ml
en el metro seis, en Julio del primer afio y 8,59 x 10%/ml, en el metro ocho en el mes de
Diciembre. Los niveles fueron inferiores a los encontrados por Carballo (1987) y por nosoiros,
en un estudio anterior (Ferndndez et al, 1991) en este mismo embalse, y similares a los
publicados por Zinabu y Taylor (1989 a) en el lago Awassa. Los recuentos de cstas mismas
bacterias, adheridas a partfculas, se encontraron entre 3,6 x 10%ml en el metro cuarenia en ¢l
mes de Noviembre y 2,35 x 10%/ml en el metro cuarenta, en el mes de Julio del segundo afio.

La distribucién temporal muestra pocas diferencias a 1o largo del estudio, s6lo pequefios
aumentos y disminuciones, sin seguir un modelo claro, S6lo destacar el descenso en el mes de
Julio del primer afio, que se produce en todas las capas y (ue coincide en el mismo mies en el
que se producfa un descenso en el recuento total (AODC). Los recuentos de las bacterias
adheridas no siguen lineas paralelas a los de totales, siendo numerosas las ocasiones en las que
se producen aumentos o disminuciones en las densidades de las primeras que no se corresponden
con variaciones en los recuentos de las segundas.

-_Distribucién espacial

En 1as figuras 12 y 13 se encuentran representados los perfiles de profundidad de estas
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Fig. 8. RECUENTO DE BACTERIAS HETEROTROFAS CON
CRECIMIENTO A 22°C, TOTALES Y ADHERIDAS A PARTICULAS

log ufc/ml
5

Feb Mar May Jun Jul Sep Oct Nov Dic Ene Abr Jul

Meses

C Metros

lag ufe/ml
3

Feb Mar May Jun Jul Sep 0Oct Nov Dic Ene Abr Jul
Meses

2 Metros



Fig. 9. RECUENTO DE BACTERIAS HETEROTROFAS CON
CRECIMIENTO A 22°C, TOTALES Y ADHERIDAS A PARTICULAS
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Fig. 10. RECUENTO DE BACTERIAS HETEROTROFAS CON
CRECIMIENTO A 22°C, TOTALES Y ADHERIDAS A PARTICULAS
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Fig. 11. RECUENTO DE BACTERIAS HETEROTROFAS CON
CRECIMIENTO A 22°C, TOTALES Y ADHERIDAS A PARTICULAS
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Fig. 12. PERFILES DE PROFUNDIDAD DE BACTERIAS
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Fig. 13. PERFILES DE PROFUNDIDAD DE BACTERIAS
_— HETEROTROFAS (22°C) atos

a ¢
5 5
10 10
15 15
20 20
25 =]
3 30
55 35
© . Vo " 10 4 \ s
[+] 1 1 3 4 o 1 2 3 4
log N/ml log N/mil
== Totalas -+ Adheridas ~=~ Totales  ~t— Adheridas
Octubre Nevismbra
meiras mairoz
] a
5 5
wr 10
8 18
20 0
5 25
o - 0
35 35
%0 " s ' Lh] ——
aQ T z k) % 3 q t F E) <
log N/ml lag N/ml
= Totales  —+ Adneridoy —~= Totalas  —+= Adheridas
MHelembra Enare

20

28

30

35

] 1 z 3 4
log Nfmi tog N/ml

—— Totaiss  —1— Adhsridas —— tofalys 1 Adharides

Abrl Julia



bacterias, tanto del mimero total, como de las que se encuentran adheridas a particulas.
Observamos que no existe un modelo de distribucién vertical ya que parece que la estratificacién
térmica no conduce a una concentraciéon marcada en alguna de las capas, También podemos
observar que la distribucién del mimero total y del nimero de adheridas no estén relacionadas,
obteniéndose en los perfiles de pricticamente todos los meses, dos lineas totalmente
independientes. S6lo resaltar el gran aumento de 1a adhesién en €l metro dos en el mes de Julio
del primer afio, quizds debido a que las bacterias adheridas est4n més protegidas frente a la
radiacién solar. En Julio del segundo afio se obtuvo la mayor similitud entre los recuentos de
totales y adheridas, alcanzdndose el valor més alto en ¢l porcentaje de adhesion, como veremos
mds adelante.

3.2.2.2. Bacterias heterdtrofas con crecimiento a 37°C

Los recuentos de bacterias heterétrofas con crecimiento a 37°C se presentan en Ias figuras
14 a 17. En cada una de ellas, igual que en el caso anterior, se representa la distribucién
temporal, en cada una de las profundidades estudiadas, de las bacterias viables a 37°C totales
y aquellas que se encontraban adheridas a particulas. Se realiza la representacion gréfica del
logaritmo decimal del mimero de unidades formadoras de colonias por mililitro frente al tiempo.

- Distribuci ]

El nidmero de estas bacterias oscil6 entre un minimo de 1,0 x 10%/ml en Julio del segundo
afio en la muestra correspondiente al metro 20, y un méximo de 1,71 x 10%ml en el mes de
Septiembre en 1a muestra correspondiente a la misma profundidad. Los niveles en este caso
también fueron inferiores a los encontrados por Carballo (1987) y por nosotros en un estudio
anterior (Ferndndez et al., 1991) en este mismo embalse, y similares a los hallados por Zinabu
y Taylor (1989 a) en el lago Awassa. Los niveles de estas bacterias que se encontraban
adheridas a partfculas estuvieron situados entre 4,9 x 10%mi en la muestra correspondiente al
metro 20 del mes de Julio del segundo afio y 7,9 x 10%ml en et mes de Septiembre en la misma
profundidad.

La distribucién temporal en este caso si sigue una pauta similar en todas las profundidades,
ya que es apreciable un descenso que comienza a producirse en el mes de Mayo, para
permanecer en esta situacién hasta el final del verano e iniciar una recuperacién en Septiembre,
que se producird a lo largo del otofio para volver a descender en invierno. Esto podrfa ser debido
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Fig. 14. RECUENTO DE BACTERIAS HETEROTROFAS CON
CRECIMIENTO A 37°C, TOTALES Y ADHERIDAS A PARTICULAS
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Fig. 16. RECUENTO DE BACTERIAS HETEROTROFAS CON
CRECIMIENTO A 37°C, TOTALES Y ADHERIDAS A PARTICULAS
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Fig. 16. RECUENTO DE BACTERIAS HETEROTROFAS CON

CRECIMIENTO A 37°C, TOTALES Y ADHERIDAS A PARTICULAS
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Fig. 177. RECUENTO DE BACTERIAS HETEROTROFAS CON
CRECIMIENTO A 37°C, TOTALES Y ADHERIDAS A PARTICULAS
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Fig. 19. PERFILES DE PROFUNDIDAD DE BACTERIAS
meros HETEROTROFAS (37°C) tres

o a

5 r s
w 10
13 r 13
20 | 0
25 | 25
0 30
35 | 35
« . b — “ . — .
& ¥ 2 3 4 2 1 2 F 4
log Nfmi log N/ml
~ Totales  —+— Adharidos — Totalas  —¥— Adhandaz
Gotubre Naviembre
matros
[1]
5
19
5 F
w |
15
30

5 &
o

—+
§ 2 3 4
lag N/mi lag N/mi
—— Totales  —+ Adheridas —=— Totalss  — Adharidas
Diclambre Enara
mairos meirox
@ o ——
5 5
10 10
15 1%
20 20
% 25
30 30
35 35
W N . N - ) \ s
[ [ 2 3 4 [] 1 2 3 ‘.
log N/mi log N/ml
—=- Tatales  —t= Adheridas —*— Totules —t- Adheridas

Agril Julle



a la menor supervivencia de las bacterias aléctonas cuando se eleva la temperatura (Awong er
al., 1990) debido a que, al mismo tiempo, aumenta la accion téxica de numerosos compuestos
presentes en el agua y se acelera la autolisis (Granai y Sjogren, 1981). El aumento que se
produce en otofio puede explicarse por las razones anteriormente citadas, al haber un descenso
de la temperatura se produce un aumento de la supervivencia de las poblaciones bacterianas
aléctonas.

A diferencia de las bacterias heterétrofas con crecimiento a 22°C, aquf los recuentos de
las bacterias totales y adheridas a lo largo del tiempo, si siguen un comportamiento muy similar,
encontrindose las densidades bacterianas de ambas muy préximas a lo largo de todo el estudio
y produciéndose los aumentos y disminuciones al mismo tiempo. Esto se debe a la gran
tendencia & 12 adhesiGn encontrada entre las bacterias pertenecientes g este grupo.

- Distribucién espacial

En las figuras 18 y 19 estdn representados los perfiles verticales de estas bacterias durante
todo el periodo de estudio. En el perfil correspondiente a cada mes se reproducen las grificas
tanto del nimero total de estas bacterias como del niimero de las mismas que se encontraban
adheridas a partfculas. No podemos afirmar que sigan un modelo de distribucién, porque, como
podemos ver ¢n la figura 18, si bien durante la época de circulacién su distribucién es mis o
menos homogénea en toda ia columna de agua y al producirse ia estratificacion existe una mayor
concentracién entre el metro 8 y el 10, en 1a figura 19 existen diferencias significativas en las
gréficas correspondientes a los meses de Diciembre y Enero, en los que, a pesar de encontrarse
¢l embalse en circulacion, no existe una distribucién homogénea a lo largo de toda la columna
de agua; sin embargo s{ es posible observar que en Julio vuelve a producirse una situacién
similar & 1a de la estratificacidn del afio anterior, con un aumento de la concentracién entre los
metros 8 y 10,

3.2.2.3. Porcentaje de bacterias heterétrofas adheridas a particylas

En la tabla 1 se pueden observar los porcentajes de bacterias heterétrofas viables con
crecimiento a 22°C que se encontraban adheridas a partfculas durante todo el estudio. Como
podemos ver éstos fueron muy variables, estando comprendidos entre un minimo de 1,5%, en
el mes de Noviembre en 1a muestra del metro 40, y un méximo de 88% en el mes de Julio del
primer afio a la profundidad de 2 metros; dentro de este ampifsimo margen, sin embargo,
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predominan los valores bajos en la mayorfa de las muestras. El mes en el que obtuvimos un
porcentaje de adhesion mayor fue Julio del segundo afio, con una media de 39,6%, vy en el que
lo obtuvimos menor fue Noviembre, con una media de 11,4%. Esto lo podriamos deducir

m I Feb Mar May Jun Jul Sep Oct Nov Dic Ene Abr Jul

0 53 77 729 21,5 250 49 619 154 97 40,7 573 582
2 63 143 31,3 33 830 21 411 132 147 103 333 396
4 86 187 5.0 34 583 23 236 244 166 359 348 412
6
8

83 200 76,7 114 412 235 136 140 300 218 3513 395
87 333 353 22 59 105 520 161 35 228 143 471
10 § 147 7.7 259 11,5 21,7 41 24 28 266 352 11,5 298
20 1 261 170 260 222 B84 486 202 41 55 381 86 19,7
40 § 33,3 81,8 150 238 11,5 466 618 15 63 338 591 419

Tabla 1. Porcentaje de bacterias heterétrofas con crecimiento a 22°C, que se presentaban adheridas a
particulas, durante todo el perfodo de estudio, a las diferentes profundidades estudiadas.

igualmente si observamos las figuras 12 y 13, en las que se eéncuentran representados los perfiles
de profundidad de ios recuentos de bacterias totales y adheridas; se puede ver que en Ia grifica
correspondiente al mes de Noviembre ambas lineas estin muy separadas y que en 1a del mes de

Julio del segundo afio estdn muy préximas una de otra.

En 1a tabla 2 se muestran los porcentajes de bacterias heterétrofas viables a 37°C, que se
encontraban adheridas a partfculas. Podemos ver que en este caso los valores en la mayorfa de
las muestras estuvieron comprendidos entre un 40% y un 50%. El méximo valor lo obtuvimos
en Abril en la muestra correspondiente a los 20 metros de profundidad, con un 97,73%, y el
valor minimo en Enero a los 6 metros con un valor excepcionalmente bajo, comparado con
todos los demds, un 9,81%. El mes en el que se alcanzaron los porcentajes més altos de
adhesion fue Octubre con una media de 71,4%. Si contemplamos la figura 19, podemos ver gue
en este mes las lineas que representan las bacterias totales y las adheridas estdn muy préximas,
lo que indica que sus recuentos fueron muy similares. Los porcentajes més bajos de adhesién
en este grupo de bacterias se obtuvieron en el mes de Enero con una media de 37,8%, aunque
valores muy semejantes se alcanzaron en 1os meses de Febrero y Marzo con medias de 39,6%
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y 38,4% respectivamente.

m' Feb Mar May Jun Jul Sep Oct Nov Dic Ene Abr Jul

426 389 425 442 556 572 24,7 748 815 298 792 915
479 341 408 459 467 600 559 805 80 660 100 583
453 343 422 355 455 572 141 791 333 348 361 530
475 350 413 369 500 478 931 512 324 88 309 525
375 357 439 385 525 437 960 490 317 207 244 527
10 || 380 444 442 1392 375 477 803 470 237 516 233 529
20 § 328 438 378 490 406 462 89,7 4095 o688 436 97,7 490
40 1 248 41,0 ﬁ38,5 433 358 485 60,7 421 408 464 795 445

e e e e —

® N [k |w e

Tabla 2. Porcentaje de bacterias heterGtrofas con crecimiento a 37°C, que se presentaban adheridas a
partfculas, durante todo el perfodo de estudio, a las diferentes profundidades.

El porcentaje de bacterias que se encontraban adheridas a particulas es notablemente
superior entre las heterétrofas con crecimiento a 37°C, siendo ademds su comportamiento
respecto a la adhesidn mds constante, es decir, no existen grandes saltos en estos porcentajes,
mientras que el porcentaje de bacterias adheridas entre 1as heterdtrofas con crecimiento a 22°C
sufre grandes variaciones, no presentando un comportamiento homogéneo. Algunos autores
sugieren que las bacterias heterétrofas con crecimiento a 22°C son en su mayor parte aut6ctonas,
mientras que 1as de crecimiento a 37°C son predominantemente aldctonas. Esto podria explicar
las diferencias observadas respecto a la adhesion, puesto que las bacterias autéctonas estdn
adaptadas a las condiciones que imperan en el medio y a las bajas concentraciones de nutrientes
existentes en el agua, con 1o que no se beneficiarfan significativamente de 1a vida en adhesion
(Hoppe, 1984), no necesitando, por tanto, adherirse a particulas, pudiendo sobrevivir a
concentraciones muy bajas de principios nutritivos, mientras que las al6ctonas tenderfan a la
adhesi6n buscando un ambiente m4s rico (Costerton y Cheng, 1982; DeFlann er al, 1990,
Pringle y Fletcher, 1983).
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3.2.3. BACTERIAS DEL GRUPO COLIFORME, TOTALES Y ADHERIDAS A
PARTICULAS

3.2.3.1. Justificacién del método empleado

Antes de presentar y discutir los resultados obtenidos, creemos de importancia resaltar
algunos aspectos sobre el método y los medios de cultivo utilizados para llevar a cabo estos

recuentos.

Después de realizar pruebas preliminares con varios medios, utilizando tanto la técnica de
filtracién por membrana (FM) como la de nimero més probable (NMP), se eligi6 la primera por
ser sencilla, precisa, mis cuantitativa (Franzblau et al, 1984; Hsu y Williams, 1982) ya que
proporciona recuentos directos en lugar de un fndice de probabilidad (McDaniels erf al., 1987),
y por obtener con ella resultados definitivos mds rdpidamente que por NMP (Doyle et al., 1984,
LeChevallier ef al., 1983 a, b; LeChevallier y McFeters, 1984).

El medio de eleccién fue el caldo m-Endo (Burlingame et al.,, 1984; Rivera et al., 1988;
Shaffer, 1989), seleccionado después de haber utilizado algunos de los mds corminmente usados
(caldo lactosado, agar Endo, agar McConkey, agar Chapman-TTC, etc.). La eleccién se realizd
por obtenerse con €l mayor recuperacién y una mayor reproductibilidad de los resultados.

Se ha publicado en numerosas ocasiones que bacterias no coliformes pueden interferir con
la detecci6n de coliformes, tanto por NMP como por filtracion por membrana (Burlingame et
al.,, 1984; Clark, 1980; Doyle et al., 1984; Evans et al., 1981 b). Por NMP se puede producir
enmascaramiento de la produccién de gas, por competicién con los nutrientes (Evans et al., 1981
b); sobrecrecimiento de bacterias no coliformes mejor adaptadas a crecer en los medios de NMP
que los coliformes dafiados (Bissonnette ef al., 1975); formacién por parte de bacterias no
coliformes de productos antagonistas para el crecimiento o la actividad bioquimica de coliformes
(Means y Olson, 1981). Por filtracién se puede producir supresién del crecimiento por liberacion
de sustancias antagonistas ¢ por competir por los nutrientes (Doyle et al, 1984; Finch et al.,
1987, Hsu y Williams, 1982; LeChevallier y McFeters, 1985 a, b; McFeters et al., 1982)

Nosotros mismos pudimos comprobar esta inhibicién tanto en este trabajo como en otros

anteriores (Ferndndez, 1985; Fernadndez et al., 1991), en los que observamos, ademds, que esta
interferencia en la deteccion de coliformes se producfa principalmente por bacterias del género
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Pseudomonas, especialmente por P. aeruginosa. Diversos autores han citado también a esta
bacteria como una de las principales responsables de la inhibicién de coliformes tanto en NMP
como en filtracién por membrana (Burlingame et al., 1984; LeChevallier y McFeters, 1985 a).

Debido a esta inhibicién de las bacterias coliformes por parte de no coliformes que estén
creciendo activamente, es necesario un procedimiento que reduzca o inhiba el crecimiento de
los no coliformes. L.a incubacion anacrobia cumple estos requerimientos y ha sido sugerida como
técnica para mejorar la deteccién de coliformes en aguas superficiales, por filtracion por
membrana (LeChevallier er al.,, 1983 a, b). Su simplicidad y bajo coste puede permitir su uso

en monitorizaciones.

También hemos encontrado en la bibliografia la aparicién de coliformes atipicos, que no
producfan brillo metélico 0 que eran lactosa negativos:

- sin brillo metdlico: Burlingame er al. (1984) observan que s6lo una fraccién de
Enterobacter cloacae aislado de aguas naturales producfa brillo metélico. Franzblau er
al. (1984) citan que de los aislados de agua natural, aproximadamente el 50% de los que
no producian brillo eran coliformes, predominantemente Citrobacter y Enterobacter.

- lactosa mnegativos: gran parte de las colonias lac (-), crecidas en medios de recuento
como m-FC, se identifican como E. coli (Cenci et al,, 1990; Rychert y Stephenson,
1981). Algunos autores atribuyen esto a que algunos factores ambientales (como la
temperatura) y/o de presién (residuos toxicos, biocidas, cloro, etc.) pueden interferir con
la expresién del operdn lactosa, especialmente en el primer aislamiento sobre medios
selectivos (Feng y Hartman, 1982; McFeters et al., 1982).

Por estas razones algunos autores aconsejan que para realizar la confirmacién de las
colonias crecidas en los medios de recuento, ¢s més conveniente realizar las pruebas de la B-
galactosidasa, o l1a del ONPG, y 1a oxidasa (Cenci et al., 1990; Rychert y Stephenson, 1981).
Nosotros también pudimos observar esto mismo, por lo que ademads de realizar la confirmacién
en caldo lactosado, siempre se efectuaban las pruebas citadas en ¢l apartado 2.3.7.1.

3.2.3.2, Recuentos

Los resultados obtenidos en los recuentos del nimero total de coliformes totales y fecales,
y del niimero de los que se encontraban adheridos a partfculas, se encuentran recogidos en las
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figuras 20 a 23, para los coliformes totales, y 24 a 27 para los fecales. La representacion se
realiza como logaritmo del nimero de unidades formadoras de colonias (ufc) por 160 ml, frente
al tiempo.

- Distribucién temporal

El nimero de coliformes totales (figuras 20-23) se encontraba durante la mayorfa del
perfodo de estudio en el orden de 10° por 100 ml, valores inferiores a los encontrados por
nosotros (Ferndndez, 1985) en este mismo embalse, y a los encontrados por Bergstein-Ben y
Stone (1991} durante la mayor parte de su estudio en el lago Kinneret, a los publicados por
Maul y Block (1983) y a los encontrados por Chen y Hickey (1983), y mucho menores que los
detectados por Cenci et al. (1990) y por McDaniels et al. (1987) en distintas aguas superficiales.
El mfnimo se obtuvo en ¢l mes de Junio en 1a muestra de superficie con un recuento de 70
ufc/100 ml, y un ndmero de bactetias adheridas de 25 ufc/100 ml, y el méximo se alcanzo en
el mes de Octubre en 1a muestra de 10 m de profundidad, con un recuento de 1,38 x 10* ufc/100
m] para totales y 8,20 x 10%/100 m para adheridas a particulas.

La distribucién temporal es muy similar a la observada en las figuras 14 a 17
correspondientes a 10s recuentos de bacterias hetertrofas viables a 37°C. En este caso 1a linca
que representa los recuentos de bacterias adheridas también sigue la misma distribucién que la
de Ias totales, estando ambas, en todo momento, muy proximas.

Como podemos observar, se produce una disminucién en todas las profundidades en el
mes de Mayo. Esto podrfa ser debido, como se ha citado con anterioridad, a la menor
supervivencia de las bacterias al6ctonas cuando aumenta la temperatura (Awong ef al., 1990)
debido a que también aumenta la acci6n téxica de numerosos compuestos presentes en el agua
y se acelera la autolisis (Granai y Sjogren, 1981), ademds de que los efectos deletéreos
combinados de la luz y la presencia de microbiota natural son generalmente mayores a
temperaturas m4s altas (Anderson et al., 1983; McCambridge y McMeekin, 1979; Rhodes y
Kator, 1988). En algunas profundidades el descenso continta en el mes de Junio, especiaimente
en la muestra correspondiente a superficie. En los meses posteriores se observa un ligero
aumento, puesto que, a pesar de que la subida de las temperaturas continga, también aumentan
las descargas urbanas debido al aumento de poblacién en los pueblos de los alrededores por el
perfodo vacacional; por lo tanto, aunque la temperatura tenga un efecto negativo sobre la
supervivencia de estas poblaciones bacterianas, al ser el nimero que llega al embalse mucho
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Fig. 20. RECUENTO DE BACTERIAS COLIFORMES TOTALES.
NUMERO TOTAL Y NUMERO DE ADHERIDAS A PARTICULAS
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Fig. 21. RECUENTO DE BACTERIAS COLIFORMES TOTALES.
NUMERO TOTAL Y NUMERO DE ADHERIDAS A PARTICULAS
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Fig. 22. RECUENTO DE BACTERIAS COLIFORMES TOTALES.
NUMERO TOTAL Y NUMERO DE ADHERIDAS A PARTICULAS
s log ufc/100 mi
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Fig. 23. RECUENTO DE BACTERIAS COLIFORMES TOTALES
NUMERO TOTAL Y NUMERO DE ADHERIDAS A PARTICULAS
tog ufc/100 ml
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mayor, €] resultado es un ligero aumento. En el mes de Octubre se observa un importante
incremento en todas las capas del embalse, que puede explicarse por las razones anteriormente
citadas, s¢ produce un aumento de la supervivencia de las poblaciones bacterianas alGctonas. En
los meses siguientes se vuelve a producir una disminucién en los recuentos, que se mantienen
estables hasta que al final del estudio, en el dltimo mes, se produce un ligero aumento que se
podrfa explicar de igual manera que ¢l correspondiente al mismo mes del afio anterior.

El nimero de coliformes fecales (figuras 24-27) se encontré durante gran parte del
periodo de estudio en el orden de 10%100 ml. Estos valores son inferiores a los encontrados por
nosotros (Ferndndez, 1985) en este mismo embalse, y a los hallados por otros autores (Bergstein-
Ben y Stone, 1991; Maul y Block, 1983; Chen y Hickey, 1983, Cenci et al. 1990; McDaniels
et al., 1987). El minimo se obtuvo, como en el caso de los coliformes totales, en ¢l mes de
Junio, aunque en este caso en la muestra de 8 metros, con un recuento de 25 ufc/100 ml, y un
ndmero de bacterias adheridas de 17 ufc/100 ml, y el méximo se alcanzd en el mes de Getubre
en la muestra de 10 m de profundidad, coincidiendo en este caso, tanto ¢l mes como la
profundidad, con los coliformes totales, con un recuento total de 2,00 x 10* ufc/100 ml y un
mimero de adheridos a partfculas de 1,20 x 10* ufc/100 ml.

Como podemos observar en las gréificas de las figuras 24 a 27, 1a distribucién temporal
de 1as bacterias coliformes fecales es muy similar a 1a de las wtales y se podria explicar por los
motivos citados anteriormente; en todas las profundidades se produce una disminucién en el
mes de Mayo, que, como dijimos anteriormente, podrfa ser debida a 1a menor supervivencia de
las bacterias aléctonas cuando aumenta la temperatura. En el mes de Junio observamos que en
1a superficie continda esta disminucién. Como en los coliformes totales, en los meses posteriores
se observa un ligero aumento que puede ser debido al incremento de las descargas urbanas
durante el perfodo vacacional. En este caso también se observa un importante incremento en el
mes de Octubre en todas las capas del embalse, que puede explicarse por las razones
anteriormente citadas. En los meses siguientes se vuelve a producir una disminucién en los
recuentos, que se mantienen estables hasta el final del estudio, cuando, en €l dltimo mes, en
algunas profundidades, se produce un ligero aumento que se podria explicar de igual manera que
el correspondiente al mismo mes del afio anterior.

Los recuentos de coliformes fecales adheridos a particulas, como decfamos en las bacterias

heterdtrofas viables a 37°C y en los coliformes totales (figuras 14 a 17 y 20 a 23
respectivamente), siguen exactamente 1a misma distribucién temporal que los de coliformes
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Fig. 24. RECUENTO DE BACTERIAS COLIFORMES FECALES.
NUMERO TOTAL Y NUMERO DE ADHERIDAS A PARTICULAS
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Fig. 25. RECUENTO DE BACTERIAS COLIFORMES FECALES.
NUMERO TOTAL Y NUMERO DE ADHERIDAS A PARTICULAS
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Fig. 26. RECUENTO DE BACTERIAS COLIFORMES FECALES
NUMERO TOTAL Y NUMERO DE ADHERIDAS A PARTICULAS
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Fig. 27. RECUENTO DE BACTERIAS COLIFORMES FECALES.

NUMERO TOTAL Y NUMERO DE ADHERIDAS A PARTICULAS
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fecales 1otales, encontrdndose ambas lineas muy proximas durante todo el estudio.

- Distribucién espacial

En las figuras 28 a 31 se presentan los perfiles de profundidad de coliformes totales (en
las dos primeras) y fecales (en las Gitimas), haciendo también 1a distincién entre el mimero total
y el de adheridos a partfculas. En ambos casos podemos observar que durante los primeros
meses del estudio, en los que el embalse se encontraba en circulacidn, la distribucién de estas
bacterias con respecto & la profundidad es pricticamente homogénea, no encontrindose
diferencias en las diferentes profundidades estudiadas. Sin embargo, cuando se produce la
estratificacién de 1a columna de agua del embalse, se comienzan a observar algunas diferencias
entre profundidades. Estas se inician en ¢l mes de Mayo, con un aumento de la concentracion
tanto de coliformes totales como fecales segin descendemos hacia el metro 6. Este perfil, casi
idéntico para coliformes totales y fecales, se mantiene en los meses posteriores, aungue cof un
marcado aumento también en ¢l metro 20, que se mantiene o disminuye ligeramente hacia el 40.
La mayor concentracién ¢n ¢l metro seis puede ser debida a que a esta profundidad no llega 1a
accion de la luz del sol y también a que exista una mayor concentracion de nutrientes, debido
a que muchas especies de fitoplancton en verano tienen sus condiciones éptimas a unos pocos
metros de profundidad, porque la irradiacion intensa las dafia considerablemente (Lovell y
Konopka, 1985 b). En el mes de Noviembre, de nuevo ¢l embalse en circulacién, la mayor
concentracion se localizé en 1a muesira de superficie, ya que en esta época del afio 1a accidn de
la luz solar es mucho menor y normalmente en superficie estas bacterias pueden encontrar mayor
mimero de partfculas que les pueden servir como proteccion o como alimento. En los meses
siguientes, se repite la situacién de los primeros meses del estudio, sin diferencias entre las
distintas profundidades. Con la llegada del verano, en Julio del segundo afio, se vuelve a la
situacién comentada para los meses del verano anterior.

En las representaciones de los perfiles de profundidad no se observan diferencias enire
bacterias totales y adheridas, siendo las dos lineas generalmente paralelas en todo su recorrido.
En los meses en los que el embalse estd en circulacidn 1a distancia entre las 1{neas es un poco
mayor, aproximindose, hasta hacerse casi coincidentes en algunos puntos, cuando el embalse
estd estratificado.
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Fig. 28. PERFILES DE PROFUNDIDAD DE BACTERIAS
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29. PERFILES DE PROFUNDIDAD DE BACTERIAS
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Fig. 30. PERFILES DE PROFUNDIDAD DE BACTERIAS
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Fig. 31. PERFILES DE PROFUNDIDAD DE BACTERIAS
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3.2.3.3. Porcentaje de coliformes adheridos a particulas

En 1a tabla 3 se pueden observar los porcentajes de bacterias coliformes totales que se
encontraban adheridas a partfculas durante todo el estudio, en todas las profundidades estudiadas.
Como podemos ver éstos estuvieron comprendidos entre un 40 y un 50% en la mayoria de las
muestras, llegando incluso a un 80% en la muestra de superficie de Julio del primer afio. EI mes
en que se encontré un porcentaje de adhesion mayor fue en Julio del segundo afio, con una
media de 63,74%; si observamos la figura 29 podremos apreciar en la udltima grifica
correspondiente a este mes que las lineas que representan las bacterias totales y las adheridas
estin muy préximas, lo que indica que sus recuentos fueron muy similares. El mes en el que se
obtuvo el porcentaje menor fue Septiembre, con una media de 28,4%. Respecto a 1a profundidad,
los mdximos porcentajes de adhesién correspondieron a las muestras de superficie y de 20
metros

— —

m Feb Mar May Jun Jul Sep Oct  Nov Dic Ene Abr Jul | X

406 449 62,5 35,7 80,0 21,0 514 457 41,5 42,1 454 703| 484

42,0 400 381 42,8 67.3 250 456 438 42,3 443 427 T2 (1 45.5

39,1 3715 39,1 30,8 32,7 31,0 419 44.9 40,7 416 40,6 685] 40,7

425 44,2 41,5 45,0 30,6 320 469 49,7 43,1 40,5 419 603 [ 43,2

- T - T B O S ]

44,6 408 473 60,0 355 26,1 40,5 45,8 452 446 402 6141 444

10 408 428 40,6 61,9 429 190 594 496 417 41,8 429 60,7l 453

T

20 43,9 40,6 43,8 622 56,0 583 36,5 485 444 423 459 593 485

—
40 46,5 3950 394 T35 438 15,0 52 458 473 459 492 5721 42,3

x I 425 412 441 51,5 486 284 409 467 433 429 436 63,7

Tabla 3. Porcentaje de bacterias coliformes totales que se presentaban adberidas a particulas, durante todo
el perfodo de estudio a las diferentes profundidades estudiadas.

con un 48,42% y un 48,47% respectivamente, y 10s mfnimos a las muestras de 4 metros con un
40,7%. El haber obtenido uno de los méximos porcentajes de adhesién en superficie es algo
natural debido a que en esta capa puede haber un mayor mimero de partfculas disponibles para
1a adhesién y a que las bacterias que se encuentran adheridas obtienen nna mayor proteccion
frente a factores adversos (Cheng er af, 1981, Fletcher, 1980 b; White, 1984) entre los que se
encuentra la luz del sol (Barcina et al, 1989, 1990; Comax et al, 1990; Rhodes y Kator, 1990),
lo que explicaria también el haber obtenido el mayor porcentaje de adhesién en Julio del
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segundo afio (media=63,74%).

En la tabla 4 se recoge el tanto por ciento de bacterias coliformes fecales que se
encontraban adheridas a particulas durante todo el perfodo de estudio. Como en los coliformes
totales, el porcentaje estuvo comprendido entre un 40% y un 50% durante la mayor parte del
estudio, llegando a alcanzar un 86,4% en Septiembre en la muestra de 6 metros. El mes en que
se obtuvo el porcentaje mayor fue Julio del primer afio, con una media de 64,94%, y en el que
se encontraron los valores menores fue Marzo, con una media de 41,73%. Respecto a la
profundidad, los valores miximos de adhesion se alcanzaron en las muestras correspondientes
a los 10 metros con una media de 59,09%, y los minimos en los 4 metros, con una media de
44,78%.

" Feb Mar May X

50,6 391 550 625 727 577 473 432 463 564 { 537

416 455 421 517 59,0 550 529 54,1 46,7 451 442 58,2 49.7

474 345 375 391 58.1 60,7 212 496 462 447 408 576 448

53,8 429 517 435 656 864 304 485 459 453 452 593 | 515

- I - I

69,7 377 529 680 66,6 66,6 54,7 50,4 448 46,8 43,6 60,1 || 55,2

b

10 f§ 682 454 458 731 82,6 85,7 60,0 49,7 464 421 478 623 | 59,1

20 | 633 464 426 66,8 63,2 349 49,0 48,5 473 43,4 51,1 5980 514

406 | 382 423 57,1 659 61,9 41,7 500 453 49,1 41,6 504 602 503

X l 541 41,7 481 585 649 630 470 499 467 440 462 593

Tabla 4. Porcentaje de bacterias coliformes fecales que se presentaron adheridas a particulas, durante todo
el periodo de estudio, a las diferentes profundidades esmdiadas.

3.2.4. RECUENTO DE ESTREPTOCOCOS FECALES

Como podemos observar en la tabla 5, los recuentos de estreptococos fecales fueron muy
irregulares, no siendo posible detectarlos en algunas muestras y estando en las restantes en
mimero muy bajo. Ya anteriormente nosotros (Ferndndez et al, 1991) observamos en este
mismo embalse que los recuentos de estreptococos fecales eran muy itregulares y bajos.
Pourcher et al. (1991) encuentran que en un porcentaje muy elevado de muestras de aguas
contaminadas con residuales los coliformes eran también muchisimo mis numerosos que los
estreptococos fecales,
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m l Feb Mar May Jun Jul Sep ©Oct Nov Dic Ene Abr Jul

o]0 2 o o o 2 o o 3 1 0 0
2 1 0 0 1 1 0o 0 0 10 1 1
4 2 2 3 2 2 1 1 1 1 2 3 1
6 2 3 2 1 6 0 3 i 3 0 3 5
8 1 i 3 0o 2 1 10 1 0 1 1
100 4 4 1 0 1 2 6 4 2 3 4 4
2001 2 o 2 1 0 1 1 0 1 1 3
4 || o 1 0o 3 2 0 0 2 0 1 0o 2

Tabla 5. Recuento de estreptococos fecales (ufc/100 ml).

Se han publicado numerosos trabajos comparando los estreptococos fecales con los
coliformes, en cuanto a las diferencias en su resistencia y su supervivencia, y a su idoneidad
como indicadores de la calidad microbioldgica del agua; existe una gran discrepancia al respecto.
Mientras que algunos autores encuentran gue la supervivencia de los estreptococos fecales es
menor (Lessard y Sieburth, 1983) otros autores opinan lo contrario (Barcina et al, 1990;
Bergstein-Ben y Stone, 1991, Bissonnette et al., 1975; McFeters et al., 1974). Pourcher et al.
(1991) opinan que la resistencia y la supervivencia dependen de las especies, y asi, mientras que
1os enterococos resultaban ser mds resistentes y con una mayor supervivencia que los coliformes,
Streptococcus bovis era mucho menos resistente y su supervivencia era mucho menor. Como se
expone en el apartado 3.2.5., 1a especie predominante en el presente estudio ha sido S.bovis, por
lo que creemos que 10s bajos e irregulares recuentos se deben a la menor supervivencia de esta
especie.

Aunque, dado €l escaso nimero de estreptococos encontrados, no resulta adecuado hablar
de porcentaje de adheridos a partfculas, no queremos pasar por alto que una mayorfa de las
cepas obtenidas fueron aisladas del filro de 3 um de didmetro de poro en el que, queremos
recordar, quedaban retenidas las bacterias que se encontraban adheridas a particulas.

104



3.2,5. IDENTIFICACION DE BACTERIAS

3.2.5.1. Identificacion de coliformes

Con las cepas confirmadas como coliformes se realizaba la identificacion, habiendose

identificado un total de 1024 cepas con los siguientes resultados:

Especie A
Cedecea davisae 29
Citrobacter freundit 6,0
Citrobacter sp. 1,4
Enterobacter aerogenes 5,0
Enterobacter agglomerans 3,5
Enterobacter amnigenus 1,9
Enterobacter cloacae 19,4
Enterabacter intermedium 6,4
Enterobacter sakazakii 3,4
Enterobacter sp. 1,8
Escherichia coli 221
Klebsiella pneumoniae 4,4
Klebsiella oxytoca 2,6
Kluyvera sp. 31
Serratia ficaria 2,3
Serratia fonticola 6,7
Serratia plymuthica 5,9
No identificadas 1.1

Tabla 6. Identificacién de las cepas de coliformes aisladas
Porcentajc de cepas de cada especie.

El espectro de especies obtenido es similar al encontrado por otros autores (Cenci et al.,
1990; Rivera et al., 1988). Las cepas aisladas de los recuentos de coliformes fecales pertnecian
en su totalidad a las siguientes especies: C. freundii, Citrobacter sp., E. aerogenes, E. cloacae,
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E. coli, K. pneumoniae y K. oxytoca. Esta distribucién de especies estd de acuerdo con lo

publicado por Leclerc y Mossel (1989).

3.2.5.2. 1dentificacién de estreptococos

Como ya hemos anticipado en el apartado 3.2.4., una inmensa mayoria de las cepas fueron

identificadas como Streptococcus bovis.

Especie %
Streptococcus bovis 86
Enterococcus faecalis 8
Enterococcus durans 3
Enterococcus faecium 2
No identificadas 1

Tabla 7. Identificacién de las cepas de estreptococos aisladas
Porcentaje de cepas de cada especie

Ya en un trabajo anterior, nosotros (Ferndndez et al., 1991) encontramos en este mismo

embalse que la especie predominante era . bovis.

El predominio de esta especie en El Atazar pensamos que puede ser debido a que en la
zona existe un método de ganaderfa tradicional, denominado “sestec”, que consiste en dejar al
ganado suelto durante 1a mayor parte del afio. Como hemos dicho en 1z introduccién, en esta
zona predominan los materiales impermeables, con lo que las aguas de Iluvia llegarfan por
escorrentfa superficial hasta el embalse sin sufrir infiltraciones, y estas aguas de lluvia
arrastrarian material fecal de todo el ganado de la zona, en el que 1a especie predominante es
S. bovis. Estos resultados sugieren que la identificacién de los estreptococos fecales y
enterococos, de un habitat acudtico, puede proporcionar una informacién muy ftil sobre el
posible origen de 1a contaminacién, ya que mientras que Enterococcus faecalis predomina en
las heces humanas y de pollos, S. bovis es tipica de heces bovinas y en menor medida también
de cerdo (Pourcher et al., 1991).
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3.2,6. ENSAYOS DE ADHESION IN VITRO

Debido a 1a naturaleza variable de las superficies biolégicas algunos investigadores han
usado superficies s6lidas de vidrio o poliestireno para estudiar la adhesion bacteriana ya que
estos materiales proporcionan superficies mdés estables y mejor definidas. Las fimbrias tipo I
purificadas se adhieren por sus extremos a particuias de ldtex de poliestireno y por eso el
poliestireno parece ser un material altamente adecuado para cuantificar la adhesion bacteriana
mediada por este tipo de apéndices (Harber er al., 1983).

Con la realizacion de estos ensayos se ha pretendido comprobar si existian diferencias en
1a capacidad de adhesi6n de las distintas cepas estudiadas, segin hubieran sido aisladas del filtro
de 3 um de didmetro de poro (donde quedan retenidas las bacterias adheridas a partfculas) o del
filtrado obtenido con este mismo filtro {donde se encuentran las bacterias lbres de la muestra
de agua). Para abreviar, y con el fin de agilizar Ia explicacion, a Ias primeras las denominaremos
cepas adheridas y a las segundas cepas libres.

Como se citaba en el apartado 2.3.7., los ensayos se realizaron con diversas cepas tanto
de coliformes como de estreptococos, que comprendfan todas las especies identificadas.

En ninglin caso se encontraron diferencias importantes entre la adhesién de cepas
adheridas y la de cepas libres. Esto quiere decir que no significa que 1as cepas que se encuentran
libres en el momento de llevar a cabo el andlisis de 1a muestra, tengan una menor capacidad de
adhesi6n, sino que las bacterias adheridas pueden presentarse en algin momento libres, como
estrategia de supervivencia, debido a que tienen la capacidad de desadherirse cuando la situacion
es desfavorable (cuando disminuyen ios nutrientes, cuando aumenta la concentracién bacteriana
sobre 1a superficie de adhesién, etc.)(Marshall, 1980; Marshall et al., 1971).

Pedrés-Ali6 y Brock (1983) indican gue muchas bacterias que se encuentran libres en el
plancton tienen glicocdlix, formado por fibrillas de polisacdridos estrechamente empagquetadas,
lo que sugiere que una parte sustancial de la poblacién libre podria potencialmente volverse
adherida (Costerton y Geesey, 1979 a; Fletcher y Floodgate, 1976; Paerl y Merkel, 1982).
Tampoco se observaron diferencias entre las distintas cepas utilizadas.

Todas las cepas, tanto de coliformes como de estreptococos estudiadas, presentaron una
tendencia a 1a adhesion elevada, obteniéndose en todos los casos unos recuentos mucho mayores

107



sobre la superficie que en solucién, una vez transcurrido el tiempo dejado para la adhesion.

Grupo bacteriano o
Coliformes libres 67
Coliformes adheridos 69
Estreptococos libres 58
Estreptococos adheridos 57

Tabla 8. Porcentaje de adhesion in vitro de los
grupos bacterianos estudiados

3.3. RESULTADOS FISICO-QUIMICOS

3.3.1,. pH

En Ia tabla 6 se presentan los resultados de pH durante todo el periodo de estudio, en
todas las profundidades estudiadas

IFeb Mar May Jun Jul Sep Oct Nov Dic Ene Abr Jul

0 7,6 16 7.3 6,9 6,8 6,1 6,0 6.5 64 6,6 7.5 7.2
2 75 14 1.2 6.9 6.9 6,2 59 6,5 64 65 74 7.1
4 1.5 7.5 72 6.8 6,7 6,3 6,3 6,5 6,5 5.7 14 7.1
6
8

7.5 7.6 7.2 6.8 69 6.4 6,5 6,6 6,9 5.8 74 7.0
74 T4 7.1 6,8 6.9 6.3 6.5 6.6 70 5.9 7.3 7.1
10 74 75 7.1 6,7 7.1 6,5 6,5 6,7 7,0 59 7.4 7,1

20 72 74 7.1 6,7 7.2 6,5 6,6 6,6 6.3 6,0 7.4 72
40 7.2 73 6,9 6,8 6.9 6,6 6.3 6,6 6,2 6.1 74 7,1

Tabla 9. Valores de pH, durante todo el perfodo de estudio, a las diferentes profundidades estudiadas.

Los valores de pH se encontraron entre un mfnimo de 5,7 en febrero del segundo afio en
1a muestra correspondiente al metro cuatro, y un maxime de 7,6 en superficic en los meses de
Febrero y Marzo y en la muestra del metro seis, también del mes de Marzo. Todas las
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profundidades estudiadas tuvieron valores de pH semejantes durante todo €l estudio, sin mostrar

grandes variaciones, ni temporales ni espaciales.

Los valores son inferiores a los obtenidos en este mismo embalse en trabajos anteriores.
(Ferndndez, 1985; Carballo, 1987) en los que el pH oscil generalmente entre 8 y 8,8,

3.3.2. CONCENTRACION DE ION AMONIO

- Distribucién temporal

Las concentraciones de ion amonio se encuentran representadas en las figuras 32 y 33,
Como podemos observar en 1as mismas, no fue posibie detectarlo en ¢l primer y dltimo mes del
estudio en ninguna de las profundidades ni en ¢l mes de Mayo en las muestras de superficie,
dos y cuatro metros, El aumento detectado en Octubre puede observarse en todas las muestras
aunque es menor en 1a de cuatro metros de profundidad. El valor miximo obtenido es de 0,95
mg/1 en el mes de Octubre ¢n superficie.

Los vaiores obtenidos son similares a los encontrados por Zinabu y Taylor (1989 a) en el
lago Awassa, algo superiores a los encontrados por nosotres, con anterioridad, en este mismo
embalse (Ferndndez, 1985), e inferiores a los encontrados por Carbatlo (1987), también en este
embalse, con concentraciones de 2,5 mg/l en algunas de las muestras y valores entre 1,5 y 2
mg/l durante varios meses. Como hemos citado anteriormente, el haber obtenido porcentajes de
saturacion de oxfgeno superiores a los detectados en aquel estudio, puede haber influido en que
haya una menor concentracién de compucstos de nitrégeno mds reducidos en favor de los m4s
oxidados.

La distribucién del ion amonio es altamente variable en 1os lagos y embalses y depende
de muchos factores (Wetzel, 1983). En ocasiones se pueden producir aumentos bruscos y
transitorios, producto del inmediato ataque microbiano a poblaciones fitoplancténicas que
proliferen en ese momento. Pensamos que éste pudo ser el motivo del aumento repentino que
se observd en la mayorfa de las muestras en el mes de Octubre, ya que en el mismo mes, como
veremos mds adelante, se produce una disminucién de la concentracién de ortofosfatos que
podria haber sido debida a su absorcion por parte del fitoplancton. Es de destacar que en este
mes se producen ligeros aumentos en el recuento wotal (AODC) en algunas profundidades e
incrementos algo m4s importantes en los recuentos de coliformes totales y fecales.
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- Distribucién espacial

No se observa una variacién con la profundidad, obteniéndose unos valores bastante
homogéneos en toda la columna de agua. Otros autores (Zinabu y Taylor, 1989 a) obtenian, sin
embargo, durante todo su estudio diferencias marcadas entre epilimnion e hipolimnion,
correspondiendo las mayores concentraciones a la capa més profunda. Estas diferencias con
nuestros datos son debidas a que, en su estudio, 1as concentraciones de oxfgeno disuclto en
profundidad eran bajas, disminuyendo marcadamente durante 1a estratificacién, momento en que
obtenfan los valores miximos de ion amonio. Y ¢como ya hemos citado con anterioridad, las
concentraciones de oxigeno disuelto en el embalse de El Atazar fueron elevadas durante todo
el estudio y a todas las profundidades.
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Fig. 32. CONCENTRACION DE ION AMONIO
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Fig. 33. CONCENTRACION DE ION AMONIO
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3.3.3. CONCENTRACION DE NITRITOS

- Distribucién temporal

Las concentraciones de nitritos obtenidas se encuentran recogidas en las figuras 34 y 35,
Como podemos observar los valores obtenidos son bajos, aunque similares, y en algunas
muestras algo mdés altos que los obtenidos por Carballo (1987) en este mismo embalse.
Estuvieron comprendidos entre 0 y 0,47 mg/l.

La distribucién temporal es irregular, con constantes aumentos y disminuciones. No fue
posible su detecci6n en las muestras de superficie, 2 y 6 metros del mes de Marzo. En Encro
hubo un marcado aumento, reflejado en las graficas correspondientes a superficie, 2,4, 6 y 8
metros; sin embargo el miximo valor obtenido corresponde a las muestras de més profundidad
(10 y 20 metros) con 0,47 mg/l en el mes de Diciembre.

En el apartado anterior vefamos que se producia un aumento de 1a concentracién de ion
amonio en el mes de Octubre en todas las profundidades estudiadas. En este mes, en la
concentracién de nitritos se produce una ligera disminuci6n en todas las profundidades. Estos
sucesos podrfan estar relacionados con actividades de la poblacion bacteriana, bien por
producirse un desplazamiento hacia la reduccién a i6n amonio o porque en Octubre, como ya
hemos citado, se producen aumentos en algunas poblaciones bacterianas (AODC, en algunas
profundidades, y coliformes totales y fecales) que pueden suponer un aumento del consumo de
nitratos y nitritos. También podemos observar que en los dlimos meses del estudio la
concentracién de ion amonio va disminuyendo progresivamente, sobre todo en las tres Gltimas
profundidades, y en estos mismos meses se produce un ligero aumento de nitritos.

Los nitritos, al ser compuestos intermedios en el ciclo del nitrégeno, es 16gico que
presenten una mayor variacién en las concentraciones detectadas. Otros autores citan estas
irregularidades que pueden llegar, en ocasiones, a hacer imposible su deteccién a lo largo de
todo un afio (Zinabu y Taylor, 1989 a).

- Distribucién espacial

Con respecto a la profundidad no se obtuvo un modelo de distribucién espacial, ya que
en todos los niveles se alcanzaron valores similares.
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Fig. 34. CONCENTRACION DE NITRITOS
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Fig 35. CONCENTRACION DE NITRITOS
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3.3.4. CONCENTRACION DE NITRATOS

- Distribucién temporal

Las concentraciones de nitratos estdn representadas en las figuras 36 y 37. Los valores
estuvieron comprendidos entre 0,13 mg/l, en Marzo en ia muestra de 4 m y en Octubre en
superficie, y 6,8 mg/l en Julio del segundo afio en superficie. Durante una gran parte del periodo
de estudio, concretamente desde el mes de Marzo hasta €l de Diciembre, los valores obtenidos
fueron bajos y similares a los encontrados en un trabajo anterior (Carballo, 1987) en este mismo
embalse; el resto de los meses 1a concentracién fue muy superior. También son mayores que los
valores encontrados por Zinabu y Taylor (1989 a).

En el primer mes del estudio la concentracion de nitratos en todas las profundidades
estudiadas era aita, oscilando entre 2 y 6 mg/fl. Sin embargo en Marzo se produjo una
disminucién, permaneciendo en esta situacion hasta Diciembre. Durante todos estos meses las
concentraciones fueron menores de 1 mg/l en la mayorfa de las muestras, sobrepasando esta
cantidad tnicamente en los metros 20 y 40 en los meses de Junio y Septiembre. No es de
extrafiar que durante estos meses obtuviéramos los valores més altos en ¢l hipolimnion puesto
que, como ya hemos mencionado en el apartado 3.1., éste permanecfa muy oxigenado incluso
durante 1a estratificacion térmica. En Enero se produjo un gran aumento llegando de nuevo a
concentraciones de 4 mg/l, manteniéndose aproximadamente en esta situacion en todas las
profundidades a excepcion de la superficie, en la que en los meses siguientes aumenta hasta
llegar al méximo valor obtenido durante todo el estudio que fue de 6,8 mg/l en el mes de Julio
del segundo afio.

En los apartados anteriores resaltdbamos que en ¢l mes de Octubre se producia un aumento
de 1a concentracién de ion amonio y una ligera disminucion de la de nitritos. La concentracion
de nitratos en Octlubre también es baja, produciéndose una ligera disminucién en todas las
profundidades, que podrfamos explicar por las razones anteriormente citadas. También
sefialdbamos que se producfa una disminucién de la conceniracién de ion amonio y un aumento
de l1a de nitritos en los dltimos meses del estudio. Como hemos visto, durante estos meses
también se produce el avmento de la concentracién de nitratos. Este incremenio de la
concentracion de nitratos puede haber influido en tos aumentos que se producen en 10s recuentos
de algunos grupos bacterianos (bacterias heter6trofas a 22°C y coliformes), debido a 1a mayor
disponibilidad de nitrégeno. Sin embargo, si comparamos las graficas de la figuras 32 a 37,

116



correspondientes a 1as concentraciones de estas tres formas nitrogenadas, observamos que sus

dindmicas no son en absoluto similares.

- Distribucifn espacial

En cuanto a la distribucion espacial, las concentraciones de nitratos son muy similares en
todas las profundidades durante todo el perfodo de estudio, pudiéndose apreciar que el perfil de
la grifica es pricticamente el mismo en las ocho profundidades, uinicamente de Marzo a
Diciembre, meses en los que s¢ mantuvieron 1as concentraciones en sus niveles m4s bajos, éstas
son superiores en las capas mds profundas.
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Fig. 36. CONCENTRACION DE NITRATOS
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Fig. 37. CONCENTRACION DE NITRATOS
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3.3.5. CONCENTRACION DE ORTOFOSFATOS

1.as concentraciones de ortofosfatos se encuentran representadas en las figuras 38 y 39.
Las concetraciones estuvieron comprendidas entre 0 y 0,68, valor que se obtuvo en la muestra
de superficic en ¢l mes de Septiembre. Los valores obtenidos fueron bajos, siendo muy inferiores
a los encontrados por Carballo (1987) en este mismo embalse, y similares a los encontrados por
Zinabu y Taylor (1989 a).

- Distribucién temporal

Como se puede apreciar en las figuras citadas, la distribucién temporal es muy irregular,
mostrando continuas oscilaciones. Los ortofosfatos no pudieron ser detectados en el mes de
Mayo en ninguna de las muestras analizadas, en el mes de Junio en las correspondientes a los
metros 2 y 4, en Diciembre en las muestras de los metros 8, 10, 20 y 40 y en Julio del segundo
afio en ninguna de las muestras. Otros autores también han obtenido valores muy bajos e
irregulares (Zinabu y Taylor, 1989 a).

El no poder detectar estos compuestos en algunas de las muestras correspondientes a la
primavera y €l verano (Mayo, Junio y Julio) se puede atribuir a que el f6sforo es el principal
elemento limitante en este embalse (Carballo, 1987) y cuando estd disponible es inmediatamente
utilizado (Wetzel, 1983} compitiendo por él fitoplancton y bacterioplancton. En los meses mas
cdlidos y con mas horas de iuz es cuando se produce un mayor desarrolio del fitoplancton, con
lo cual asimilarfa todo el fosfato disponible.

Como citdbamos en los apartados anteriores es de destacar la disminucidn de la
concentracion en el mes de Octubre que coincide con un aumento de 1a del ion amonio y que
ya hemos explicado en el apartado 3.3.2.

- Distribucidn espacial
En cuanto a la profundidad no podemos reconocer ningin modelo de distribucién espacial,

puesto gue todas las profundidades se comportan de una manera similar con continuos aumentos
y disminuciones.
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Fig. 38. CONCENTRACION DE ORTOFOSFATOS
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Fig. 39. CONCENTRACION DE ORTOFOSFATOS
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3.3.6. CONCENTRACION DE FOSFORO TOTAL

Las concentraciones de fosforo total estdn representadas en las figuras 40 y 41. Como

podemos observar, los valores son también en su mayor{a bajos.

En ocasiones podemos detectar similitudes entre las grificas de cstas figuras y las de las
figuras 38 y 39, correspondientes a 1as concentraciones de ortofosfatos. Al igual que en éstas,
observamos que en Mayo se obtuvieron las menores concentraciones de fésforo total, con
valores muy préximes a 0 mg/l en todas las profundidades estudiadas. Asimismo, también se
produce un descenso acusado en el mes de Julio del segundo afio, volviendo a estar préxima a
0 mg/ 12 concentracién de fésforo total en la muestra correspondiente a la superficie. El valor
méximo se obtuvo en Enero, en la muestra del metro dos, alcanzando una concentracién de 2
mg/l. E]l aumento en este mes también se puede observar en las muestras de Jos metros 8, 10,
20y 40,
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Fig. 40. CONCENTRACION DE FOSFORO TOTAL

mg/| mg/|
2 2 —
1.5
7
0,3
D 1 1 1 i 1 0 1 1 L I PR S 1 il 1 1
Feb  Mar Moy Jun Cic Ene Abr  Jul Feb Mer May Jun Jul  Sep Oct  Nov Dic Ene  Abr Jul
Meses
mg/| mg/|
2 — 2
1,51 1.5
1F 1
CF,SL 0.5 i
0 A, i A, L 1 . 1 1 . L O 1 L | 1 1 1 | I— 1 1 J
Feb  Mar May Jun jul  Sep Oct Nov Dle Ene Abr Jul feb Mar Moy Jun  Jul  Sep Oct Nav Dl Ene  Abr  Jul

Meses




Fig.41. CONCENTRACION DE FOSFORO TOTAL
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3.3.7. DEMANDA QUIMICA DE OXIGENO (D.Q.0.)

Los valores de D.Q.O. se encuentran representados en las figuras 42 y 43. Como se puede
observar en ellas, éstos estuvieron comprendidos entre 4 y 7 mg O,/l. Estos valores son
superiores a los encontrados por Carballo (1987) en este mismo embalse, quien obtuvo valores
durante la mayor parte de su estudio alrededor de 2 mg O,/1.

- Distribucién

El m4ximo se obtuvo en el mes de Marzo, en 1a muestra correspondiente al metro 10, con
un valor de 6,9 mg O,/1. El minimo se encontrd en las muestras de los metros 4, 10, 20 y 40
del mes de Abril, con valores préximos a los 4 mg O,/1.

La distribucion temporal es bastante homogénea a 1a largo de todo el perfodo de estudio,
no observindose aumentos ni disminuciones acusados en la mayoria de 1as muesiras.

En cuanto a la distribucién espacial tampoco podemos observar una mayor localizacién
de 1a materia orgdnica en alguna de las capas.

A pesar de que la concentracién de materia orgdnica puede influir notablemente en la
concentracién de las poblaciones microbianas (Fry y Zia, 1982) en este caso no encontramos
relaciones entre las variaciones en los valores de DQO y los recuentos bacterianos. Quizds esto

sea debido a que los valores obtenidos son bajos y las variaciones pequefias.
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Fig.42. DEMANDA QUIMICA DE OXIGENO (D.Q.0.) {(mg O /1)
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Fig. 43. DEMANDA QUIMICA DE OXIGENO (D.Q.0.) {(mg O /)
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4. CONCLUSIONES



Los recuentos de bacterias totales en el embalse de El Atazar se encontraron durante
el periodo de estudio en el orden 10 %ml, con porcentajes de células
respiratoriamente activas muy bajos durante gran parte del estudio, excepto en los

meses de verano.

La distribucién temporal es mas homogénea en las bacterias aut6ctonas que en las
aléctonas. Por otra parte la de las bacterias coliformes es semejante a la de las
bacterias heterétrofas a 37°C.

Los recuentos de coliformes han sido mucho mayores que 1os de estreptococos, que
no pudieron ser detectados en numerosas muesiras. Se recomienda el método de
filtraci6én por membrana con incubacién anaerobia para el recuento de bacterias
coliformes en ambientes acuéticos naturales, ante Ia interferencia de bacterias de

otros grupos que dificultan su deteccion.

Las especies predominantes entre las bacterias coliformes han sido Enterobacter
cloacae y Escherichia coli, mientras que la especie dominante en los estreptococos
es Steptococcus bovis, 1o que conduce a 1a obtencién de recuentos muy bajos debido

a Su MEenor supervivencia en agua.

Los porcentajes de adhesion han sido mayores entre las bacterias que se consideran
aléctonas que entre las consideradas aut6ctonas. Las bacterias del grupo coliforme
presentan una alta tendencia a la adhesién, obteniendose porcentajes alrededor del
50% en la mayoria de las muestras estudiadas. Esta aita tendencia a la adhesion

también se observé en los estreptococos a pesar de la irregularidad de sus recuentos.

La adhesi6n in vitro, tanto de las cepas de coliformes como de estreptococos
aisladas de las muestras del embalse, ha sido elevada en todos los casos, sin
diferencias entre las distintas cepas de bacterias que se encontraban libres y
adberidas en el embalse.

La gran tendencia a la adhesién de los coliformes podrfa suponer una estrategia de
supervivencia en medios acudticos de estas bacterias que han sido consideradas

tradicionalmente indicadoras de contaminacién fecal.
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