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1.1. LOS MICROORGANISMOS EN EL MEDIO ACUATICO CONTINENTAL

Prácticamentetodas las áreas ambientalesconocidasse encuentrancolonizadaspor

microorganismosquesehanadaptadotambiéna los diferentessistemasacuáticosexistentesen

la Tierra. En casi todos ellos seencuentranmicroorganismosformandopartede las distintas

biocenosis(comunidadesbiológicas)con interrelacionesentretodos los gruposquelas forman

y cuyadistribución,tantocuantitativacomoespecífica,esmuy diversay es el resultadode la

cooperacióne interacciónde todoslos factoresbióticos y abióticosy, como éstos,estásujeta

a unos cambiosmás o menosprofundosde una maneraconstante(Rhodesy Kator, 1990).

Diversasinvestigacionesen ecología microbianaacuáticahanresaltadoel papelquejueganlas

bacteriasheterótrofasenla transfonnacióndela materiaorgánica,recicladodenutrientesy flujo

deenergíaen los sistemasacuáticos(Azain etal., 1983;Scaviay Lalrd, 1987;vanEs y Meyer-

Reil, 1982; Zinabu y Taylor, 1989 a) y en las cadenasalimentarias,ya que la actividad

heterotróficade las bacteriassirve comovía primariapor la quela materiaorgánicase hace

disponible a nivelestróficas superiores(Azam et al., 1983; Hubbardy Cbrzanowski, 1986;

Murray y Hodson,1985;Zinabuy Taylor, 1989 b). Las bacteriasconcentranun carbonoinútil

por disperso(carbonoorgánicodisuelto, C.O.D.), en un carbono de alta calidad (carbono

orgánicopaniculado,C.O.P.),útil paraotros nivelestróficas (Murray y Hodson,1985).

Existe unaestrecharelaciónentrela flora bacterianadelas aguascontinentalesy la del

suelo. Esto es particularmenteimportanteen el casode aguascorrientes,por estarexpuestas

constantementea la contaminaciónprocedentedel suelo; de ahí la grandificultad de separar

netamenteuna y otra flora. Por tanto, muchasde las bacteriasque podemosencontraren las

aguasestin presentestambiénen el suelo.

1.1.1.DISTRIBUCION EN AGUAS SUBTERRANEAS, MANANTIALES Y xios

En las aguassubterráneasy de manantialla cantidadde bacteriases,por reglageneral,

escasa,debidoa su pobrezaen principiosnutritivos y a la filtración quesufrenatravésde las

distintascapasde suelo.Dadala escasaconcentraciónde materiasnutritivas,lascélulassuelen

serpequeflas,predominandolos cocosmásdiminutosy los baciloscortos(Rheinheimer,1987).

aunquealgunosautoresaseguranquelos tamañosde la mayoríade las bacteriasobservadasno

sonsignificativamentemáspequeñosquelos obtenidosdeaguassuperficialesricasennutrientes

(Hirschy Rades-Rohkohl,1983).El espectrode especiesvaríamuchosegúnla clasede agua,

teniendounainfluenciamuyimportantelatemperaturay lacomposicióndesustanciasminerales
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(Buchanam-Mappineta!., 1986;Fillp a aL, 1988;Hirschy Rades-Rohkoh],1983).En las aguas

superficialesla flora bacterianaes generalmentemucho más rica en especiesque en las

subterráneas.

Lasdeterminacionesdel númerototal debacteriasenlos ríosno permitendarunaideade

conjunto debidoa la gran diversidadhidrográfica,encontrándosediferenciasenormesen la

cantidadde bacteriasdependiendoen granmaneradesi sonríos o arroyoslimpios, deregiones

montañosaso selváticas,o si se trata de ríos que atraviesanzonas pobladas,todos ellos

contaminados.

Tambiénsepuedenencontrargrandesoscilacionesen el perfil longitudinal de los ríos,

atribuiblesprincipalmentea la influencia que ejercenlos afluentes,la evacuaciónde aguas

residuales,las instalacionesportuariasy otros factores entre los que debemosincluir la

autodepuraciónnaturaldel río. Contrariamentea lo dicho respectoal perfil longitudinal, tanto

el transversalcomo el vertical ofrecendiferenciasrelativamenteescasasen lo concernienteal

númerodebacteriaspuestoquelacorrientey el viento remuevenconstantementeel agua,lo que

haceque, tanto las bacteriascomo la materiaqueusanpara alimentarse,sedistribuyan más

uniformemente.Sólo se puedenadvertirdiferenciasde ciertaconsideraciónen las riberasy en

e] fondo.

En los ríos y arroyosun factor importanteesla velocidadde las aguas,queinfluye tanto

en el número de microorganismospresentescomo en la composiciónde las comunidades

microbianas.Las aguas que corren a gran velocidad son poco productivasy tienen una

micropoblaciónpobreenespecies,quehande adaptarsealascondicionesextremasdeterminadas

por la corriente.

En cuantoa las oscilacionesestacionalesen la bibliografíase suelencitar dos modelos

dependiendodel gradode contaminación.En los ríos contaminadosno esraro encontrarun

máximoinvernal,con un númerototal debacteriasconsiderablementemayorenla estaciónfría,

queseatribuye a unascondicionesde vida y nutrición más favorablesparalas bacteriasque

llegan conducidaspor las aguasresiduales,ya que, si bien un aumentode la temperatura

aumentala actividady disminuyeel tiempode generaciónde estasbacterias,tambiénaumenta

la accióntóxica y seacelerala autolisis (Granaiy Sjogren, 1981).Esto,unido aque los efectos

deletéreoscombinadosde laluz y la presenciade ndcrobiotanaturalsongeneralmentemayores

a temperaturasmás altas(Andersonet aL, 1983; McCambridgey McMeekin, 1979; Ebodesy
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Kator, 1988),hacequeen veranoseobtengaun númeromenor(AwongetaL, 1990).Sepueden

obteneraumentostransitoriosen el númerototal debacteriasdurantelas crecidasdelos ríos, ya

quelos terrenosinundadosoriginanunaintensacontaminaciónadicionala la vez que aportan

nuevosnutrientes.

En cambio,en los ríos que no sufrenningunacontaminaciónapreciablea causade las

aguasresiduales,no seobservael ritmo estacionalindicadoanteriormente.Tantoelnúmerotota]

de bacteriascomo el de las saprofitas dependeen este caso mucho más de las sustancias

nutritivas producidasen el mismo río, sobre todo por el fitoplancton.Por consiguiente,el

máximo no correspondeal invierno sino a las épocasde máximaproducciónpor parte del

fitoplancton(primaveray otoñoo las postrimeríasdel verano).

1.1.2. DISTRIBUCION EN LAGOS Y EMBALSES

En los lagosformadospor aguassubterráneashay muchasbacteriasde las existentesen

esasaguas,a las quesepuedensumarotrasespecies,en mayoro menornúmero,dependiendo

delas condicionesfísico-químicas.En cambioalos lagosfluviales y a los embalsesafluyenríos

quevan a influir en su micropoblación,siendoestainfluenciatantomayorcuantomenorseael

lago o embalse,aunquela flora bacterianalacustresiempreserádiferentea la fluvial debidoa

las diferenciasexistentesentreambosmedios.

El númerototal de bacteriasen lagosy embalses,asícomosu distribuciónestacional,va

a dependerdel grado de contaminacióny del estadotrófico de los mismos. En los no

contaminadosy oligotróficos el númeromáximo de bacteriassuelecoincidir con la épocade

mayorproducciónpor partedel fitoplancton,es decir la primavera,principio del otoñoo final

delverano.En lagosy embalsescontaminadosporaguasresidualessepuedeobtenerun máximo

en inviernocomo yahemoscomentadoen el casode los ríos.

La distribución vertical de las bacteriasen zonas de clima templadoofrece grandes

diferenciasestacionales(Cbrzanowskiy Hubbard,1988).En la épocacálidala capasuperiorse

calienta,lo queorigina una estratificaciónestableformadapor unacapasuperiorcaliente o

epilimniony otra inferior fría o hipolimnion.La temperaturadesciendecon brusquedadentre

una y otra, lo que da lugar a una capade transición térmica denominadatermoclina o

metalimnion.Estastres capas,mientras dura estasituación, son totalmenteinmiscibles. La

estratificacióntérmicadela épocaestivaltienenaturalmenteunaimportanciaextraordinariapara

4



la biología;en las trescapasno sóloesmuy diversoel númerototal debacterias,sino también

sucomposiciónespecífica,sucrecimientoy su actividad(Lovelí y Konopka,1985 b, c; Nagata,

1984).

Estas diferencias pueden ser particularmenteimportantes en los lagos y embalses

eutróficos,en cuyo hipolimnion, durantela estratificación,llega adesaparecerpor completoel

oxígenodisuelto,lo que impide el desarrollode algunaspoblacionesbacterianas,conducea un

fuertedescensoenlos recuentosde bacteriasaerobiastotales(Lewis etaL, 1986;Schmaljohann

et aL, 1987), y favoreceel de otras,como sulfobacterias,clostridioso Desulfovibrio.

El epilimnionbien iluminado y templadoconstituyela zonaproductivapor la capacidad

asimilativadel fltoplanctonquesedesarrollaabundantemente.El desarrollofitoplanctónicoestá

ligado al estadotrófico del lago o embalse,siendomásescasoen los oligotróficos,mientrasque

en los cutróficos se puedenproducir ‘florecimientos” durantetoda la épocacálida. En el

lilpolimnion, de escasao nulailuminación,tienelugar la desintegracióndela materiaorgánica,

llevadaa cabopor distintosgruposde microorganismos,dependiendode la existenciao no de

oxígeno.A nivel de la termoclinao metalimnionesfrecuenteobtenerlos mayoresrecuentosde

bacteriasheterótrofas(Lovelí y Konopka, 1985 b, c, d), poblaciónfonnadaen su mayor parte

por bacteriasproteoliticas.

Cuandollega la épocafría, seproduceun enfriamientode la capasuperiorquecaesobre

las otras,produciéndosela mezclade la columnade agua.Esto estáocurriendocontinuamente

durantetodo el invierno, por lo que aestaetapasela denominade circulación. Duranteesta

épocala distribuciónde bacteriases muchomásuniformepuestoquela columnade aguase

encuentraen mezclacontinua.

Los perfiles longitudinal y transversalde los lagos y embalsesgrandes,con frecuencia

ofrecentambiéndiferenciasimportantesenel contenidodebacteriasdel agua.Los ríos y arroyos

queafluyen al lago o embalsepuedentenerinfluenciaen el númerode microorganismos,que

disminuye,por reglageneral,amedidaque aumentala distanciaa las orillas.

Tambiéninfluye la climatología; despuésde precipitacionesintensaspuedeaumentar,

aunquede maneratransitoria,el númerodebacteriasenel agua,asícomolacantidadde esporas

de hongos. Otrasvecesel aumentose observaen la actividad beterotrófica,sin detectarse

grandesaumentosen el númerode bacterias(Hubbardy Chrzanowski,1986).Estainfluencia
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estanto mayorcuantomenorseael lago o embalse.

1.2. INFLUENCIA DE LOS FACTORES F’ISICO-OUIMICOS

Hay una gran cantidadde factores físico-químicosque influyen sobreel desarrolloy

supervivenciadelos microorganismosen lasaguas.Estainfluenciano sólo seproducesobreel

númerodebacteriaspresentey sobrela composiciónenespeciesdelas poblacionesmicrobianas,

sino quealgunosfactoresrepercutensobrela morfologíay fisiología de los microorganismos,

pudiendoalterar considerablementeel metabolismo, la forma celular o la reproducciónde

muchasespecieso inclusopuedeninducir a unaincapacidadparaformar coloniasen medios

bacteriológicosestandar(BarcinaaaL, 1989, 1990;Buchanam-Mappinetal., 1986; Byrd eta!.,

1991; García-Laraet aL, 1991; López-Torreset aL, 1988; Munro a aL, 1987; Roszacky

Colwell, 1987;RoszacketaL, 1984;Singletonetal., 1982; ‘I’amplin y Colwell, 1986; Xu eta!.,

1982).

Aunquelos diversosfactoresde los mediosnaturalesquepuedeninfluir sobrelos seres

vivos son numerosos,algunosdestacansobrelos demáspor su importanciaparticular.

Luz

La luz es un importante factor ecológico en las aguas. La intensidad luminosa

biológicamenteactiva se conservasólo en las capassuperiores,variandola profundidaden

funciónde la intensidaddela radiaciónsolary de la turbidez. Si setratade aguasmuy turbias,

la influenciade la luz es posible únicamenteen la capasuperiorde pocoscentímetrosde

espesor;pero en aguas muy claras los efectos puedenextendersea algunos metros de

profundidad.

Como fuentede energíala luz es importanteparael fitoplaneton,estandola producción

primariafuertementeinfluenciadapor la intensidadde luz (Loveil y Konopka, 1985 b); pero la

irradiaciónintensadalia considerablementea muchasespeciescuyas condicionesóptimas en

veranono seencuentranen la superficiesino aunospocosmetrosde profundidad.

La penetracióndelaradiaciónultravioletamásperjudicialbiológicamente(UV-B, 280-320

nm) seve reducidaen aguasde embalsesy estuariosen comparacióncon aguasde océano

abierto, debido a la absorciónselectivade las longitudesde onda más cortaspor partedel
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material orgánicodisuelto,la clorofila y la materiapaniculada.Por consiguientelas bacterias

de la zonafótica estánexpuestasprincipalmentea la luz visible (400-775 mu) y en menor

medidaal ultravioletacercano(13V-A, 320400nm). Aunquelos fotonesdeestaslongitudesde

ondamáslargasseconsiderangeneralmentemenosdañinosbiológicamente,retrasano impiden

el crecimientode poblacionesbacterianastanto alóctonascomo autóctonas(Rhodesy Kator,

1990; Sieracki y Sieburth,1986).

Numerososautoreshanestudiadoel efectodela luz sobrepoblacionesbacterianas.Bailey

el al. (1983) estudiaronsu efecto inhibidor sobrelas bacteriasen la bahíade Cbesapeake

(EEUU) y observaronque,con el aumentode la radiación,seproducíaunadisminucióndela

tasade supervivenciade las bacteriasy que la proporciónde poblaciónactivasereducíade un

93% aun 20%. Barcinael aL (1989,1990),estudiandola supervivenciade Escherichiacoli y

Enterococcusfaecalisbajo iluminaciónpor luz visible en aguadulce,observaronque después

de 72 h la mayoríade las célulasde ambascepasperdíansucapacidadparaformarcoloniasen

mediosde cultivo adecuados,manifestandoademásunaactividadmetabólicareducida.Otros

autoresobtuvierontambiénuna rápida reducciónen los recuentosde viables de bacterias

entéricasdespuésde la exposicióndurantepocashorasa la luz del sol (Cornax el aL, 1990;

Fujioka el al., 1981;Fujiokay Narikowa, 1982;Kapuscinskiy Mitchel, 1981; Rhodesy ¡(ator,

1990). Algunos autoreshan observadoque la acción conjunta de la luz y la presenciade

microbiota natural pueden tener un efecto exacerbado sobre las bacterias entéricas

(McCanibridgey McMeekin, 1981; Rhodesy ¡(ator, 1990).

La influenciaperjudicialde la luz afectamuchomás a las bacteriasincolorasdebido,no

sólo al componenteultravioleta,sino tambiénala participacióndela radiaciónvisible (Fujioka

el aL, 1981;Kapuscinskiy Mitcbel, 1981; McCambridgey McMeekin,1981).Enel casodelas

bacteriaspigmentadasque contienencarotenoidesla tolerancia es mayor, no produciéndose

ningunainhibiciónsi la intensidadluminosaesnormal,teniendoinclusouna mayorresistencia

alos rayosultra-violeta;poresomuchasbacteriasqueseencuentranen el airesonintensamente

pigmentadasya que,al aumentarla pigmentación,sereducela Usade mortalidada causadela

luz.

Temperatura

Las manifestacionesvitales de todos los microorganismosestán supeditadasa la

temperatura,que influye tantosobrelalasadecrecimientoy supervivencia(Barcinael al., 1986;
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Lovelí y Konopka,1985 a) comosobrelasnecesidadesnutritivasy, en menormedida,sobrela

composiciónquímicay enzimáticade las células(Andersoneta!., 1983;Davenporta aL, 1976;

McFetersy Stuart, 1972).En lineas generales,al aumentarla temperatura,dentrodel margen

cugenésico,aumentala actividadvital y sereduceel tiempode generación.Cuandosereduce

la temperaturapor debajode la mínimaseproducea menudola detenciónde las actividades

metabólicas,pudiendomuchosmicroorganismospersistirmuchotiempoen esteestadode vida

latente. Temperaturascercanasa la máxima y a la mínima puedenprovocar alteraciones

morfológicas,comoporejemploE. coli quea70C formacélulas filamentosas.

Perolos efectosinequívocosde la temperaturain vit-o, en cultivo puro y condiciones

óptimas, no seobservana vecesmás que difícilmenteo nuncaen la naturaleza,ya que, en

primer lugar,aquíconcurrengrannúmerode seresvivos muy diversos,con procesosparalelos

o antagónicos,de ahíquela influenciade la temperaturano puedadeterminarsesiemprepara

cadaunade lasespeciesporseparado;además,otrosmuchosfactoressesumana la temperatura,

ejerciendosu influenciasobrelas distintaspoblacionesmicrobianas.

Rheinheimer(1987) afirma que, aunqueun incrementode la temperaturaaumentala

actividady disminuyeel tiempode generación,tambiénaumentala accióntóxica y acelerala

autolisis;por esono esraro quelos recuentosde bacteriasheterótrofasenaguascontaminadas,

con predominiode microorganismosalóctonos,seanmás altos en invierno que enverano, ya

que las bajas temperaturasinvernaleshacenmás lentos todos los procesosprolongandola

supervivenciade estasbacterias;encambio,en aguaslimpiasel númerototal de bacteriassuele

sermayoren veranoporquemuchosmicroorganismospuedenmultiplicarseintensamenteen las

aguascon temperaturasestivales.Nagata(1984)comprobóquelos recuentosbacterianosen el

lagoBiwa estabancorrelacionadosconlatemperatura.Otrosautoreshanobservadotambiénque

la supervivenciade E. cdi y otrasbacteriasentéricasesmayor atemperaturasbajas(Granaiy

Sjogren,1981; McCambridgey McMeekin, 1980 b; Sjogreny Gibson, 1981; Vasconcelosy

Swartz, 1976).

Generalmenteel efecto de algunos factores sobrelas bacteriasentéricases mayor a

temperaturasmás altas. Por ejemplo, la presenciade microbiota natural: mientras que en

muestrasdeaguasnaturalesla supervivenciadebacteriasentéricasesmayor a temperaturasmás

bajas, cuando el agua es filtrada se obtiene mayor supervivenciade estas bacterias a

temperaturascálidas (Andersonet aL, 1983; Rhodese: aL, 1983; Rliodesy ¡(ator, 1988).

Tambiénlos efectosdeletéreoscombinadosde la luz y la presenciade microbiotanatural son
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mayoresa temperaturasaltas (Anderson e: aL, 1983; Faust e: aL, 1975; McCambridge y

McMeekin, 1979, 1980 a, 1981;Rhodesy ¡(ator, 1988, 1990; Vasconcelosy Swartz,1976).

Portantoel efectodela temperaturadependeráde las condicionesdel medio. Lo quees

indudablees que las oscilacionesestacionalesde la temperaturaprovocanen todo casouna

alteración de las poblacionesmicrobianas.Las diferenciasen la supervivenciade bacterias

alóctonas,principalmenteenterobacterias,en funciónde la estación,tambiénestánrelacionadas

con la microbiotaautóctona,cuyasdensidadesson mayoresen la estacióncálida,por lo que

muchosautoresencuentran,durantelaépocaestival,unamenorsupervivenciadelaspoblaciones

de enterobacterias,obteniendograndesdiferenciasentrelos resultadosen muestrasfiltradas y

no filtradas (Andersone: aL, 1983;Rhodesy ¡(ator, 1988).

Turbidez

La turbidezdel aguaejercetambiéninfluenciasobrela vidadelos microorganismos.Está

originadapor el sestonqueesel conjuntode materiasque se encuentranen suspensiónen el

aguay quepodemosdividir en tres grupos:

- Sustanciasde origenmineral, generalmentetransportadasdesdeel suelo

- Materialesdetríticos,orgánicose inorgánicos,finamentetriturados

- Plancton,es decir,organismosen suspensión

El conjunto delos dosprimerossedenominatripton.

Una buenareferenciade la turbidezla podemosobtenera partir de la profundidaddel

disco de Secchiy también sepuede determinarópticamentecon un espectrofotómetro.El

enturbianiientoesmuy variableen los distintosmediosacuáticos.Es muy escasoenlos ríos y

arroyoslimpios y enlos lagosy embalsesoligotróficos,y muchomayoren aguascontaminadas

y lagosy embalseseutróficos.Carballo(1987)enun estudiocomparativode dosembalses,uno

oligotrófico y otro eutróflco, observagrandesdiferenciasen las profundidadesde disco de

Secchi;mientrasqueen el primeroobteníavaloresentre5 y 8 metros,en el segundoraramente

llegabana alcanzarel metrode profundidad.

El sestondesempeñaun papelmuy importantecomosustratodemuchosmicroorganismos.

Los materialesdetríticos,en particular,sonportadoresa menudode una flora compuestade

numerososhongosy bacterias.Estosmicroorganismospueblanno solamentelos compuestos

orgánicos,quepuedenutilizar como alimento, sino tambiénlos inorgánicos.Las materiasen
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supensión,tantodeprocedenciaorgánicacomode origenmineral, adsorbensobresu superficie

sustanciasnutritivas queestándisueltasen el aguaa unaconcentraciónbaja,de tal maneraque

los microorganismosencuentranallí unascondicionesde alimentaciónmás favorablesque si

estánlibres en el medio liquido. Esto es tanto más patentecuantomenosabundantesseanlas

sustanciasnutritivasen el agua.Además,la adsorciónapartículasdetríticastambiénofreceuna

protecciónfrenteasustanciastóxicase inhibidorasy frentea la luz solar.Poresto esfrecuente

encontrarun paralelismoentrela turbidezy la concentraciónbacteriana,lo queno quieredecir

queun aumentoo disminuciónde los residuosdetríticossiempretengacomo consecuenciael

incrementoo reduccióndela poblaciónbacteriana.Engeneral,los aumentosdela turbidezque

van acompañadosde una elevaciónconsiderabledel númerode bacterias,son atribuibles,al

menosen parte,aun aumentode la materiaorgánicaen suspensión;pero si la concentración

bacterianavaría muy poco, habrá que buscar las causasen un aumentode las sustancias

inorgánicas.Puededecirsequela turbideztieneunainfluenciaindirecta;suefectodependesobre

todo del papelque desempeflenotros factorescomo la luz y la concentraciónde nutrientes.

La proporción de microorganismosque crecesobrelos detritos respectoal total de la

microflorapuedesermuy variable.Mientrasqueen aguasclarasel porcentajemedio sueleser

bastantebajo,enlas aguasturbiaséstepuedellegara sermuy elevado,inclusosuperioral 90%.

pH

El valor del pH influyepoderosamentesobreel crecimientode los microorganismos.La

mayoríadelas bacteriassedesarrollanúnicamentedentrodel margendepH comprendidoentre

4 y 9, fluctuandoel óptimo entre6,5 y 8.5, valoresquepredominanen casitodoslos medios

acuáticosestudiados,estandoen muchoslagos y embalsesen tomo a7. Durantela épocade

floracióndelplanctonel pH puedeaumentarnotablememte,pudiendollegaren lagoseutróficos

a 9,5 ó 10. Esto repercutelógicamentesobrela composiciónde las poblacionesbacterianas

(Klein y Alexander.1986).Al producirsela descomposiciónde algunasalgas,tiene lugar un

descensodel pH por los ácidospresentesen susjugos celulares.En diversosmediosnaturales

seha observadoque duranteestadescomposiciónseproducíaun incrementoen el númerode

levadurasrelacionadocon un descensodel pH (Rheinheimer,1987).

Aunqueel pH óptimo de crecimientoparamuchasbacteriasestéalrededorde 7, algunos

autores(Granaiy Sjogren,1981;Sjogreny Gibson,1981)hanobservadoenestudiosrealizados

conEn2robacwr,E. cdi y otrasenterobacterias,que la supervivenciaes muchomayorcuando
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el valor del pH del aguadesciendeavaloresen tomoa 5,5. Esto lo atribuyena queestosvalores

de pH, unidos a temperaturasbajasy a la presenciade iones talescomo Ca2t Mg2~ y

favorecenla utilizaciónde componentescelularesinternos.

Grandes variaciones en la concentraciónde hidrogenionesprovocan alteraciones

fisiológicasy, no raramente,tambiénmorfológicas.Algunosmicroorganismospuedenproducir

formas de involución, las células normalmente aumentande tamaño y pueden formar

ramificaciones.

Concentraciónsalina

El nivel deconcentraciónsalinadeterminamuy especialmentelascomunidadesbiológicas

quepueblanlas aguas.La proporciónrelativamentealta de NaCí del aguade mar hacequelos

organismosde agua dulce y saJadasean fisiológicamentedistintos. La mayoría de los

microorganismosqueviven en lagos y ríos limpios sonmás o menoshalófobosy no pueden

desarrollarseen las aguasque contenganunaconcentraciónsalinasuperioral 109k. Sólo un

número relativamentelimitado de ellos son halotolerantes.Estos se encuentranen mayor o

menornúmeroen casitodaslas aguascontinentales,peroabundanparticularmenteenlas aguas

residualesurbanasy enlos ríosy lagosmuy contaminados.Encambio,la inmensamayoríade

las bacteriasy hongosque viven en el mar sonhalófilos.

Existen numerososestudiossobreel efecto tóxico del agua de mar sobre bacterias

entéricasqueindicanque, inclusoen ausenciademicrobiotanatural,hay un marcadodescenso

en el númerode bacteriasentéricasdespuésde su introducciónen aguade mar y durantelos

periodosde incubación(Munro e: aL, 1987;Rhodesetal., 1983). Otrosautoresproponenque

esteefectosedebeasu menorcapacidadparacompetirporlos nutrientescon microorganismos

marinosautóctonos(Enzingery Cooper,1976).Sin embargo,no todaslas bacteriasentéricas

muestranuna respuestaigual al ser introducidasen agua de mar; Morifligo e: al. (1990)

encontraronque la supervivenciadeE. coli eramayorquela de E. faecaliscuandoamboseran

introducidosen aguade mar, y quelos dañossubletaleseranmayoresenel segundo.También

observaronquela viabilidad de Salmonellaspp. erasimilar a la de E. coli.

Concentracionessalinasque seapartenmuchode la óptima, producenun aumentodel

tiempo de generacióny muchasvecesllevan consigola apariciónde alteracionesmorfológicas

y fisiológicas.Las bacteriaspuedenllegar aserno cultivables(o no recuperables)enmediosde
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laboratorio(García-Larae:aL, 1991;Roszake:al., 1984;Xu eta!., 1982),aunquepermanezcan

viables(Singletonetal., 1982)y en algunoscasosseha observadoquemantienensuvirulencia

(Grimesy Colwell, 1986).El aumentodela concentraciónde salperturbael mecanismonormal

de reproducción;las células se alarganpero dejande dividirse, pudiendollegar a formarse

filamentos.Muchasbacteriasmarinas,aunqueno todas,sedestruyenporlisis al pasarlasaagua

dulce.

Sustanciasinorgánicas

Dentro de las sustanciasinorgánicasque influyen sobrela vida de los microorganismos

en las aguascorrespondeun papel importantea los compuestosinorgánicosde nitrógenoy

fósforo, elementoslimitantesen la mayoríade los sistemasacuáticos(Currie y ¡(aif, 1984;

Wetzel, 1983).

En los lagos y embalsesoligotróficosa vecesapenasson detectablesel ión amonio, los

nitritos, los nitratosy los fosfatosporqueel fitoplanctonlos fija inmediatamentedespuésde su

liberación.En estascondicionessepuedeproducir una competenciaentrelas bacteriasy las

algasplanctónicas.En la zonafótica, en las regionesde clima templado,seproducengrandes

oscilacionesestacionalesenlas concentracionesdecompuestosnitrogenadosy fosforados;suele

habermayorescantidadesal final del otoñoy eninvierno,paradescenderbruscamenteal inicio

de la primaveraa consecuenciadel desarrollodel fitoplancton.

Lasdemássustanciasinorgánicasnecesariasparala vida delos microorganismosexisten

en cantidadsuficienteen la mayoría de las aguas.Los oligoelementos,como el hierro y el

cobalto, son imprescindibles,aunquea concentracionesmuy bajas, como componentesde

importantesenzimas.

Tambiénexistennumerososcompuestosinorgánicosqueproduceninhibición bacteriana,

muchasdecuyasidentidadesno seconocenaún(¡(leiny Alexander,1986).Los metalespesados

puedenser perjudicialesparala vida en las aguas,porquealgunosde ellos son tóxicos para

muchosmicroorganismos,aúna concentracionesrelativamentebajas(¡(leiny Alexander,1986).

No es raro queel cobrey el mercurio, vehiculizadospor las aguasresidualesy los desechos

industriales,lleguen a los ríos, lagos, embalsesy zonas costeras,destruyendototalmentelas

comunidadesbiológicasnaturales.Supodertóxico resideen sucapacidadparafijar los grupos

sulfbidrilos (Sil-) de las enzimas.
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Los cianuros,presentesocasionalmenteen nuestrasaguas,aniquilan tambiéna animales

y plantas.El grupoCN- bloqueala citocromo-oxidasaal fijar el hierro; por esoes un veneno

respiratoriomuy activo (Rheinheimer,1987).

Sustanciasorgánicas

Las sustanciasorgánicas en suspensióny disueltas en el agua tienen importancia

principalmenteen la nutrición de los microorganismosheterótrofosy como fuentede energía

(LeChevallieret aL, 1991).De la concentraciónde materiaorgánicadependeen granparteel

volumendelaspoblacionesdebacteriasy hongosenlas aguas(Pry y Zia, 1982),pudiendoésta

diferir muchode unoslagosy embalsesa otros,encontrándoseen mayorconcentraciónen los

lagos eutróflcosy en los ríos contaminados.Sueleexistir una correlaciónpositiva entrela

cantidadde microorganismosy la concentraciónde compuestosorgánicos,perocomosepuede

observaren el siguientecuadro,no estandecisivala cantidadtotal de estassustanciascomola

proporcióndelas quesonfácilmenteasimilablespor los microorganismos,queconstituyensólo

una parte que puede oscilar entre el 0.1% y el 9% del carbono orgánicodisuelto total

(LeChevalhiere: aL, 1991; Eheinheimer,1987).

Tipo de lago ~lúipeco total de
______________________________________ ini

Cantidad asimilable

Oligotrófico A 0,3 1,70 ío~
Oligotréfico B 0,5 1,30 ío~
MesocráticoA - 143 342 io5
MesotróficoB - 3,03 1,64 106
Eu¡rófico A 32,1 3,06 2,23 106

Eu¡rófico B 33,7 5,16 3,42 106
Distrófico 226.6 3,96 2,32 106

(Rbeinheimer,1987).

Cantidad total

15,0
15,3

La composiciónde la materiaorgánicadisueltava a influir también,de una manera

decisiva,sobrela distribuciónespecíficadelas poblacionesdebacteriasy hongosen lasaguas.

De la materiaorgánicadisueltala mayor proporción suele correspondera los hidratos de

carbono,quepuedenconstituiralrededorde un 85%,predominandoentreellos los combinados

respectoa los libres.Se suponequela escasaconcentraciónde carbohidratoslibres esatribuible

a la intensaactividadmicrobiológica(Rlieinheimer. 1987)
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Si existedeficienciadeprincipiosnutritivosorgánicos,lasbacteriassiguenmultiplicándose

pero apenaspuedencrecer,por lo que seencontraráunagranproporciónde célulascocoides

diminutas(Kjellebergeta!., 1983; MArdénej aL, 1985).Fry y Zia(1982)citanestadisminución

de volumen como una estrategiade resistencia,disminuyendoel “tuni-over” celular y el

intercambioconel medio. Si la concentraciónes aún menor,se puedeproducir la muertede

algunasespecies.Sinclairy Alexander(1984)observanunarápidadesaparicióndeS:repwcoccus

en ambientespobresen nutrientes.En general, algunos autoresafirman que las bacterias

entéricasparecequesonincapacesde competiradecuadamentecon la microflora natural a las

bajasconcentracionesde nutrientesexistentesen muchosmediosacuáticosnaturales(Burtone:

al., 1987; Gerbay McLeod, 1976; Goyal y Adams, 1984).Algunos estudiosrealizadoscon E.

cotí y otrasbacteriasentéricashandemostradoque,bajo condicionesde inanición, seproduce

una evoluciónhacia un estadono cultivable, aunquelas bacteriaspermanecenviables y en

algunoscasoscapacesde producirprocesospatológicosen animalesdelaboratorio(Munro et

aL, 1987; Roszake: aL, 1984; Tamplin y Colwell, 1986; Xu e: al., 1982). Bajo estas

condicionesde falta de alimento sepuedenproducirmodificacionesfisiológicas máso menos

intensas.Entreéstasseincluyenla pérdidade algunascaracterísticasmetabólicasy el aumento

de otras actividadescelulares(Munro e:al., 1987), la variaciónde la sensibilidada metales

pesados,bacteriófagos,antibióticosy colicinas(Chal, 1983; Munro e: aL, 1987) y algunas

alteracionesde las envueltascelulares(Munro e: aL, 1987;Zaskee: aL, 1980).

Otrasespecies,comoPseudomonas,sonmásresistentesala inanicióny puedensobrevivir,

manteniéndoseen gran número durantedías, en ambientespobresen nutrientes,incluso en

tampónfosfato (Sinclair y Alexander,1984).No obstante,la resistenciaa la inaniciónes una

condiciónnecesariapero no suficienteparala supervivenciade especiesen ambientespobres

en nutrienteso deespeciesqueno compitenbienpor los aporteslimitadosdenutrientes,porque

entranenjuegotodoslos demásfactores(Sinclairy Alexander,1984).La viabilidadprolongada

dependede la regulacióndel metabolismoendógeno.En ausenciade sustratosexógenos,son

metabolizadosconstituyentesintracelulares(aminoácidos,proteínas,RNA), lo que aumentala

capacidadde supervivenciadela célula(Granaiy Siogren,1981; Jonesy Rliodes-Roberts,1981;

Sjogreny Gibson,1981).

De acuerdoconlos parámetrosde crecimientohay dosgruposde microorganismos:uno,

constituidoporlos queposeencapacidadparadesarrollarseenlos mediosconunaconcentración

muybajadeprincipiosnutritivos, por lo queestánadaptadosa las condicionesqueimperanen

las aguasoligotróficascontinentales,y otro, formadopor los microorganismosadaptadosa las
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altas concentracionesde nutrientes,que se dan, por ejemplo,en las aguaseutróficas y en los

sedimentosricos en las mencionadassustancias.Las bacteriaspertenecientesal último grupo

permaneceninactivas,en granparte,en las aguasoligotróficas,peropuedensobrevivirenellas.

Los microorganismosquepueblanlasaguas,estánsupeditadostambién,enmayoro menor

medida,a los productosmetabólicosdelos animalesy plantaspresentesen ellasenunacuantía

diversa(Sinclairy Alexander,1984).Los productosextracelularesde lasalgassonutilizadospor

numerososmicroorganismos(Belí, 1983;Brock y Clyne,1984; Daft y Fallowfield, 1977;Fallon

y Brock, 1979;Lovelí y Konopka,1985 b, e, d; MurrayetaL, 1986,1987;Stocky Ward, 1989)

y las propias algas tambiénse puedenconvertir en fuente de nutrientes al morir (Daft y

Fallowfield, 1977; Stocky Ward, 1989).Las bacteriasheterótrofashansidoreconocidascomo

importantescomponentesen el funcionamientode ecosistemasacuáticos,utilizandounaparte

significativade la materiaorgánicaformadapor los productoresprimarios(Azam e:aL, 1983;

Ducklow et al., 1982; Fubrmany Azam, 1980; Griffith y Hetcher,1990; Servaise: al., 1985;

Zinabuy Taylor, 1989 a), aunqueenproporcionesmuy diversasdependiendodesucomposición

y de la Influenciade otros factores(Albrigtit y McCrae, 1987).Así Belí y Kuparinen(1984)

observaronen el lago ErIcen(Suecia),que hablaunautilizaciónbacterianarelativamentebaja

de productoscarbonatadosalgales,debidoa lasbajastemperaturasy al elevadopesomolecular

delos mismos.Lovelí y Konopka(1985b)advirtieronqueel aumentodela producciónprimaria

iba seguidode un aumentode la producciónbacteriana.McFetersa aL (1978a,b) observaron

queexistíaunarelaciónsimbióticaentrebacteriasindicadorasy patógenasy comunidadesde

algasen aguadulceoliigotrófica. Nagata(1984) citaquela biomasabacterianaestácontrolada

por el fitoplaneton,mediantela incorporaciónpor partede las bacteriasde productosalgales

extracelulares.Zinabuy Taylor(1989a) observaronunacorrelaciónpositivaentrela producción

primaria,la concentraciónde clorofila a y la abundanciay la biomasabacterianas,sobretodo

enlas muestrasde la zonafótica.

Pareceserquela supervivenciadebacteriasentéricasesmayoren sedimentos,hechoque

algunosautoresatribuyenaunamayorconcentracióndemateriaorgánicaenellos(Burtone: al.,

1987;Gerbay McLeod, 1976; Goyal y Adams,1984).

Pero,como veremosmásadelante,hay queteneren cuentaqueestosproductosno sólo

tienen gran interés como principios nutritivos, que por tanto favorecen el crecimiento

microbiano,sino quetambiénpuedensersustanciasinhibidoras,pudiendoactuarsobrealgunas

especieso sobregruposenterosde microorganismos.En ambientesacuáticosnaturalesexiste
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grancantidaddecompuestosorgánicosqueproduceninhibiciónbacterianay de muchosde ellos

no se conoceaúnla identidad(Klein y Alexander,1986; Sinclair y Alexander, 1984).

Gasesdisueltos

En las aguashay tambiénpequeñascantidadesde gasesdisueltosquepuedenejerceruna

influenciamuy considerablesobrela vidadelos microorganismos.Sonprincipalmenteoxigeno,

CO2 y nitrógeno,pero,endeterminadasocasiones,hay queseñalartambiénlapresenciade SH2

y CO. La solubilidaddetodosellos disminuyeal aumentarlatemperaturay esmayorenel agua

dulcequeen la del mar.

El oxigeno,el dióxido de carbonoy el nitrógenoestánpasandoconstantementedel aire

al agua,hastaque se saturala capa superficial de ésta, la única que puederealizar este

intercambiocon el aire. Además todosestosgasesdisueltospuedenformarseen el aguaen

virtud de distintosprocesosbioquímicos.

En las aguasvamos aencontrarprincipalmentemicroorganismosaerobiosy anaerobios

facultativos. Pero en el hipolimnion y sedimento anóxicos de algunos lagos y embalses

eutróficosvan a desempeñarun papelimportantelos anaerobiosestrictos.

El 5112esestableúnicamenteenmedio anaerobio,dondepuedeaumentarsu concentración

graciasala actividadmicrobiana.Es un venenorespiratoriopor fijar el hierrode lacitocromo-

oxidasa.Su efecto es mortal paratodos los organismosque poseenestaenzimaal final de la

cadenarespiratoria.Por lo tanto la presenciade 5112 tiene siemprecomo consecuenciala

alteracióntotal de la biocenosis,ya quevan adesaparecertodos los seresvivos superioresy la

mayoríade los microorganismos,desarrollándoseen su lugar algunosmicroorganismosquelo

tolerany otrosquelo utilizan comofuentede energía(sulfobacteriasquimioautótrofas)o como

donadorde H2 (sulfobacteriaspúrpuray clorobacterias).

1.3. INFLUENCIA DE LOS FACTORESBIOLOGICOS

Ademásdelos factoresfísicosy químicos,hayotros denaturalezabiológicaqueproducen

tambiénefectossobrelos microorganismosde las aguas.Perolos factoresbióticos sonmucho
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menosconocidosquelos abióticosporquesu determinaciónresulta,casi siempre,mucho más

difícil (Fllnt, 1987)

Competenciaalimentaria

Lacompetenciaalimentariadesempeñaun papelimportanteentodoslos biotoposeinfluye

decisivamentesobrela composiciónde la microflora (Awong et aL, 1990; Jannasch,1968).

Acabanpor imponerselos microorganismosquealcanzancon mayor rapidez los nutrientes

disponibles.En general,los alóctonospuedencompetirdifícilmente con los autóctonos,a los

bajos nivelesde nutrientesexistentesen los medios acuáticosnaturalespoco contaminados

(Cornax e: al., 1990; Rhodes y Kator, 1988; Sinclair y Alexander, 1984), y esto se ha

demostradocomoun factorquecontribuyea la muertedeestasbacteriasalóctonasentrelas que

seencuentranlas entéricas(McCambridgey McMeekin. 1980 a, 1981; Rhodesy Kator, 1988;

Sinclair y Alexander; 1984).Sinclairy Alexander(1984)observaronunarápidadisminuciónde

S:rep:ococcusen aguasresidualesenlasque,aunqueexisteunaconcentraciónalta denutrientes

orgánicos,hay unaintensacompeticiónporlos mismos.

Perono todoslos seresqueconsumenlos mismosalimentoscompitenentresí; algunas

sustanciassólo puedenserutilizadascuandoexisteunacooperaciónentrevariasespecies.La

competenciaalimentariacarecede importanciacuandoconcurrencondicionesextremas;por

ejemplo,enaguasconvaloresextremosde temperatura,concentraciónsalinao pH,sólo algunas

especiessoncapacesde utilizar los alimentosdisponibles.

Cooperaciónentremicroorganismos

Es frecuenteobservarcooperaciónentrediversos microorganismosen relación con la

alimentacióny el crecimiento.Porejemplo,encultivos purosy libres de bacterias,seobtiene

unatasade crecimientobajade Oscilla:oria redekei,debidoa que,en condicionesnormalesde

crecimiento, se liberan algunassustancias,principalmentecompuestosnitrogenados,que a

concentracioneselevadasinhibensu crecimiento.Sin embargo,si en el medio existenbacterias

queutilicen estoscompuestos,la tasade crecimientoesclaramentemás alta.

Tambiénesfrecuenteobservarunacooperaciónentremicroorganismosen la degradación

desustanciasdifícilmenteatacables.Al desarrollodemicroorganismosquedisponendesistemas

enzimáticoscapacesde desdoblarestassustancias,le sigueel deotros queutilizan losproductos
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de estaescisión,lo que sirve paraevitar quese acumulenproductostóxicosdel metabolismo.

Predación

Hay grannúmerode seresvivos quesealimentande microorganismosy portantopueden

hacerquevaríenotablementela microflora de las aguas.Paraque éstosconstituyanuna base

importantecomo factoresde nutrición es precisoque su númeroseasuficientementeelevado,

comoocurreen aguascontaminadas(Klein y Alexander,1986).

La predaciónpor protozooses importanteen la dinámicade los sistemasacuáticos,por

la regeneraciónde grandescantidadesde nutrientesy por la transferenciade energíaa niveles

tróficos superiores(Azam et al., 1983; Jtirgens y (lUde, 1991); por tanto, los protoz8os

constituyenun eslabónenla cadenaalimentaria,dela quesonimportantesmiembros(Fenchel,

1982 b; Porterej aL, 1985;Rivier e:aL, 1985;Watsone:aL, 1981).Es, además,un importante

factor de eliminación de bacterias,tanto autóctonascomo alóctonas,en algunos sistemas

acuáticosy terrestres(Cornaxet aL, 1990;Enzingery Cooper, 1976; Klein y Alexander.1986;

Mallory e: al., 1983; McCambridgey McMeekin, 1979, 1980 a, 1981; McManus y Furman,

1988;Nagata,1984;Pace,1988).Algunos estudiosmuestranla predaciónpor protozooscomo

el factor más importanteen la desapariciónde E. coli en agua de mar (McCambridgey

McMeekin, 1979, 1980 a), aunqueotros autoressugierenque esto es debido a que las

propiedadesfísicas y químicasde las aguasmarinas afectanla capacidadde las bacterias

entéricasparacompetircon los microorganismosautóctonos(Enzingery Cooper, 1976).

La mayoríade los protozoosse alimentande bacterias,al menosparcialmente.Algunos

autorescitan quelos protozoosen el mar parecenutilizar bacteriascomo principal fuentede

alimento,principalmentelos flagelados(Bj0rnsene: al., 1986;Fenchel,1982 a; García-Larae:

aL, 1991; Gonzáleze:aL, 199Gb; Rassoulzadegany Sheldon,1986;Sherre:aL, 1987; Sibbald

y Albright, 1988;Wikner e: aL, 1986;Wright y Coffin, 1984),por lo quepuedenejercerun

importantecontrolsobreel desarrollodelaspoblacionesbacterianas(Anderseny Fenchel,1985;

Anderseny S0rensen,1986; Fenchel,1982b; Rassoulzadegany Sheldon, 1986; Rivier et al.,

1985).Sin embargo,su importanciaen aguadulceno estátodavíabien comprendida(Bj0rnsen

e: al,, 1986),pero no seconsideranel inico factordeterminante(Sealee:al., 1990).Respecto

a los ciliados, varios autores aseguranque suelenestar restringidosa ambientesricos en

bacterias,por lo queesimprobablequeen aguasabiertasseanresponsablesdel control de las

poblacionesbacterianas(Anderseny S0rensen,1986;Fenchel,1980 a, <1. Algunosautorescitan
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la predacióncomouno de los factoresqueinfluyen en la desapariciónde “blooms’ producidos

por cianobacterias(Daft el al., 1985 a; Daft y Fallowfield, 1977;Fallon y Brock, 1980).

La tasade consumodependede varios factores,entrelos que sepuedendestacarlos

siguientes:

- Tipo de protozooy estadode crecimiento(Fenchel,1980 b, c, 1982 b; Sherre: al.,

1988).

- La concentraciónde bacterias(Fenchel,1980 a, b, c, 1982 b; Pedrós-Alióy Brock,

1983 b; Rivier e: al., 1985; Sherr e: al., 1983). Algunos autores sugierenque la

persistenciadedeterminadasespeciesbacterianaspuedeserel resultadodeunadensidad

de supervivenciademasiadobajaparasoportarla predación(Klein y Alexander,1986;

Sinclair y Alexander,1984;Watsone: al., 1981).

- El tamaño de las bacterias. Algunos autores han observadoque los protozoos

bacterívoros,tanto flagelados como ciliados, ingieren preferiblementelas células

bacterianasmásgrandesen unapoblaciónmixta (Gonzáleze:al., 1990b). En algunos

casosse ha observadoque la predaciónestá favorecida si las bacteriasforman

microagregadoso si seconcentranen interfases(Rivíer e: aL, 1985).

- La especiebacteriana.Algunosautoreshanobservadoquelos protozoosbacterivoros

no consumennecesariamentebacteriasde diferentes especiescon igual eficiencia

(Mitchell e: al., 1988). Gurijala y Alexander (1990) sugierenque las bacteriascon

superficiescelularesmáshidrofóbicassonmásresistentesa la predación,quizáspor su

adsorciónsobrematerialparticulado

- Otros factorescomo la temperaturadel agua(Caron et al., 1986; McCambridgey

McMeekin, 1980 b; Sherre:al., 1983, 1988)o la luz quepuedeestimularla actividad

predatoriade algunosprotozoos,comopor ejemploVexill<fera, unaamebapredadora

de E. coU que aumentasu locomocióny su actividad alimentariaen presenciade

radiaciónsolar (Rhodesy Kator, 1990).

La predaciónpuedesertambiénimportantedesdeotro puntode vista. King e:al. (1988)

mostraronquelas bacteriasingeridaspor protozoospodíanresistirla digestióny demostraron

lasupervivenciadiferencialdebacteriasdentrodeprotozoosdurantela cloración;estasbacterias

no digeridaspuedenser expelidasdespuésde un tiempo. Gonzáleze: al. (1990a) también

observarontasasde digestióndistintassegúnla especiebacterianade quese trate.
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Muchosmetazoossealimentantambiénde bacterias,hongosy fitoplanctonen mayor o

menor medida.Tanto rotíferoscomo pequeñoscrustaceosson consumidoresimportantesde

fitoplanctony bacterioplancton(Lair, 1991 a, b; Nagata,1985), siendosu presiónpredatoria

sobreel fitoplanctonnormalmentemayoren lagosoligotróficos queen eutróficos(Lair, 1991

b). La intensaactividadpredatoriade los rotíferospuedeserun factor importantequeinfluya

sobre la sucesiónestacional de las comunidadesplanctónicas(Lair y Ah, 1990). Los

microorganismospuedensertambiénimportantesparala alimentacidnde anélidosy de larvas

de insectosquevivenen losríos y lagos.Lasbacteriaspuedendesempeñarun papelimportante

en la alimentaciónde copépodosy de las larvas de langostas.

Infección

La presenciadebacteriófagossehacomprobadotantoenlas aguascontinentalescomoen

el mar y seha sugeridoquejueganun papelsignificativo en la mortalidadbacteriana(García-

Larae:al., 1991),aunqueparaotrosautoresno sonun factorprincipal enla regulaciónde las

densidadesbacterianas(Sandersy Porter, 1986).Sonparticularmenteabundantesen las aguas

residuales(Hicks y Rowbury, 1987), debido a que en ellaslas densidadesbacterianasson

mayores(Klein y Alexander,1986;Wigginsy Alexander,1985).Deallí seaislanconfrecuencia

colifagos. así como bacteriófagosque infectan a bacteriaspatógenasparael hombrecomo

Salinonellay Shigella.Sehanencontradotambiénalgunosespecializadosenbacteriasautóctonas

de las aguas.Tambiénexistenactinofagosqueatacana los actinomicetosy parecenteneruna

especificidad muy acusada. Los cianofagos, cuyos organismos hospedadoresson las

cianobacterias,desempeñana menudo un papel en la desapariciónrepentina de sus

florecimientosen lagos y embalsescutróficos(Daft e: al., 1985 b; Fallon y Brock, 1980).

En las aguas,tanto dulces como saladas,seencuentratambiénun parásitoestricto dc

bacterias:Rdellovibrio.Es unabacteriapequeña,en formade coma,Gramnegativa,que inifecta

a otrasbacteriasGramnegativas.Sehandescritotresespecies:8. bacteriovorus,8. starhi y B.

s:alpti. Lo mismoque los bacteriófagos,seencuentraespecialmenteen aguascontaminadas,en

las quela concentraciónbacterianaesalta. No existeacuerdosobresupapelen el control dela

dinámicade las poblacionesbacterianas.Aunquees más probableque su acción sea más

importanteen agrupacionesdebacteriaseninterfaseso sobrepartículas,Sandersy Poner(1986)

observaronqueno eraun factorprincipal en la regulacióndelas densidadesbacterianas.
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Sustanciasinhibidoras

Sehacomprobadola existenciadesustanciasconacciónbactericidaenaguascontinentales

y demar producidasprincipalmentepor algas.Si existenflorecimientosde fitoplanctonpueden

alcanzarconcentracionesefectivas,por lo que éstospuedenir acompañadosde un acusado

descensodel númerode bacteriassaprofitas(IClein y Alexander,1986).A.lbright el al. (1986)

y Cooperer aL (1985)observaronen cultivos de distintasalgas,entrelas que seencontraba

Skele:onemacos:a:um,quelas sustanciasinhibidorasdel crecimientobacterianose producían

en concentracionesparticularmentealtas cuandolas algasseencontrabanhaciael final del

crecimientoexponencial.

Los antibióticos, producidos por actinomicetos y hongos, también pueden ejercer

ocasionalmenteinfluenciasobrela microflora en áreasmuy limitadas, principalmenteen los

sedimentos,enplantasy animalesmuertosy enpartículasensuspensión;pero,porreglageneral,

no tieneninfluenciasobrelos microorganismosqueestánlibres en las aguas.

Muchascianobacteriaspuedenliberar tambiénsustanciasqueinhibena otrasespecies,y

no sólo pueden actuar sobre bacterias, sino que en ocasioneshay florecimientos de

cianobactexiasqueproducenla muertede pecesy tambiénprocesospatológicosen bañistas.

Son importantestambién las bacteriocinas,proteínasantibacterianasproducidas por

bacterias;dentrode éstasseencuentranlascolicinas,activasfrenteacoliformes(Hardy,1982).

Sehaimplicado asustanciastipo bacteriocinasen la disminuciónde coliformesen sistemasde

distribuciónde aguapotable<Meansy Olson, 1981).
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1.4. ADRESION MICROBIANA A SUPERFICIES

Los ambientesnaturales contienen un gran número de superficies potencialmente

disponibles para la adhesión y colonización por microorganismos(Breznak, 1984; van

Loosdrechte: aL, 19%). Así, en estudiosde ecologíamicrobianaen habitats acuáticosse

observafrecuentementeadhesióndebacteriasapartículaso, engeneral,a interfases(Characidis,

1984; Hoppe, 1984).La naturalezade estaspartículases muy variada;puedenser orgánicas,

inorgánicas,artificiales, de animalesy plantas vivos o muertos (Beechy Gaylarde, 1989;

Breznak,1984; Costertony Cheng, 1982; Gordon, 1987; Vanhaeckeet al., 1990).Aunquelas

superficiesproporcionancomúnmenteunlugarparalaadhesióndebacteriasacuáticas,exámenes

microscópicosrevelan que no todas las partículas en algunos biotopos acuáticos están

colonizadas.En estos ambientesnaturalessólo una parte de las partículas presentesestá

normalmentecolonizada por bacterias en un grado considerable. Por otra parte las

determinacionesde los porcentajesde célulasqueseencuentranadheridas,muestrangrandes

discrepancias;mientrasqueparaalgunosautoreslas bacteriasadheridasexcedenen númeroa

las libres (Costertony Geesey,1979 a; Geeseyel al., 1918),paraotros es al contrario(Clarke

y Joint, 1986;Harvey y George,1987; Iriberri et aL, 1987, 1990a, b; Yoon y Rosson,1990),

aunquesí pareceexistir un acuerdosobrequeen aguade mar predominanlas bacteriaslibres,

mientrasqueen aguadulcey deestuariolaproporciónde adheridasesvariable,pudiendollegar

a sermássignificativa (BeIl y Albright, 1982; Goulder, 1977; Iriberri, 1990 b). Parecequeel

númeroy la naturalezade las partículasy sus capacidadesde adsorciónsondecisivassobrela

adhesión(Hoppe,1984; Iriberri eral., 1987).Muchaspartículase interfasesno proporcionanlas

condicionesnecesariasparala competicióncon éxito de las bacteriasadheridascon las libres.

Tambiénesimportantela composiciónde la poblaciónmicrobianadominante,porquebacterias

bien adaptadasa bajas concentracionesde nutrientes en el agua no se beneficiarán

significativamentede la vida en adhesión(Hoppe, 1984).

1.4.1.RAZONES QUE WSTIFICAN LA ADHESION

La tendenciamicrobianaala adhesiónseha explicadopordistintasrazonesquesuponen

unaseriede ventajas,importantesdesdeel puntode vistaecológico,paralas bacteriasquese

encuentranadheridasapartículas(Costertony Cheng, 1982)
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- Altas concentracionesde nutrientes en las superficies

El material orgánicoadsorbidoa las partículascreauna acumulaciónlocal de posibles

nutrientesdelos quelascélulaspodríanbeneficiarse.Estaadsorcióndenutrientespuedehacer

delaspartículasun ambientemásrico nutricionalmenteparalosmicroorganismos,lo quehace

queestalocalizaciónparezcaideal parael crecimientobacteriano(Costertony Cheng, 1982;

DeFlanne: a/., 1990;Fletcher,1980 It 1984;Goulder, 1977; llendricks, 1974; Kjelleberge:

a/,, 1982;Pedrós-Aiióy Brock, 1983 a; Pringley Fletcher,1983).Ademáspareceserquelas

bacteriasadheridaspuedenver aumentadasu capacidadparausartambiéncomo nutnentes

compuestosno cargados,debajopesomolecular,quepuedenno acumularseenlassuperficies

(Breznak,1984).

- Mantenimientode unascondicionesnutricionalesfavorables

La superficie colonizadapuedeproporcionar,no solamentealtas concentracionesde

nutrientes,sino el mantenimientode estasventajasnutricionales.Enalgunos casosla propia

superficiees “comestible”; las partículascolonizadaspor las bacteriasson frecuentememte

orgánicas,en muchoscasospuedenseridentificadascomorestosde algaso bolasfecalesde

zooplancton(Pedrós-Alióy Brock, 1983 a). Otro caso es el de la adhesióna superficies

vegetales,que no sólo servirán como una superficie de adhesióny de concentraciónde

nutrientesdisueltos,sino queademáspodránactuarcomosustratoo fuentede nutrientespor

subiodegradación(Bobbiee:aL, 1978)o porel aprovechamientode susexudadosorgánicos

(Costertony Cheng, 1982)

Muchasvecesseformanagregadosde diferentesespecies,bacterianasy no bacterianas,

originándoseun consorcioestratificadoenocasionesextraordinariamentecomplejo(Breznak,

1984; Costertone: aL, 1987;Gílberte:aL, 1989; Hirsch, 1984).Enél las bacteriassepodrán

beneficiarde la materiaorgánicadisuelta liberadapor las actividadesde otras bacterias

(Pedrós-Alióy Brock, 1983 a) y otrosorganismosadheridos(Stocky Ward, 1989).Sepueden

formar, incluso, micronichosque permitirían a bacteriasanaerobiascomo, por ejemplo,las

sulfato-reductoras,obteneranaerobiosisinclusoenun aguaricaenoxígeno(Characklls,1984;

Costertony Cheng, 1982;McFeters,1984; Wbite, 1984).
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- Protecciónfrente a factores adversos

La envolturaexopoilsacáridaexternaprotegea las bacterias,comoveremosmásadelante,

frenteaagentesexternosfísicos, químicosy biológicosy frentea las condicionesfluctuantes

y a menudoestresantesdel medio circundante(Cheng e: aL, 1981; Fletcher,1980b, 1984;

Wliite, 1984). Se ha observadoque la supervivenciade las bacteriasmejora si éstasestán

adheridasa partículas(Breznak,1984; .leffrey y Paul, 1986 a, b; Silvermane: al., 1984).

1.4.2.MECANISMOS DE ADHESION

Unabacteriapuedeadherirseaunasuperficiesólida,básicamentede dos maneras:

Adhesiónpasiva

La adhesiónpasivatienelugar por un procesoespontáneodeterminadopor adsorción

físico-químicaqueno requiereactividadfisiológicapor partede la bacteria.Estaadhesión

tiene lugar, por ejemplo, cuandolas bacteriasque se adhierenhan muerto por radiación

ultravioleta,caloro formaldebido(Fleteher,1980 a, 1983, 1987;Paul, 1984).

Bajo estepunto de vista la adhesiónde unabacteriaa unasuperficiesólidadependede

las fuerzasde atracciónentrelas dossuperficies(Rutter y Vincent, 1980, 1984).Al mismo

tiempo puedentenerlugar fuerzasde repulsiónquepuedencontrarestarla interacciónde

atraccióno inclusoinhibir la adhesión.Estasfuerzasfisico-químicasde atraccióny repulsión

incluyen (McEldowneyy Fletcher,1986 b):

- fuerzasdelargo alcance: interaccioneselectrostáticas

fuerzasde vander Waals

- fuerzasde corto alcance: interaccióndipolo-dipolo

enlacequímico(electrostático,covalente,puentedehidrógeno)

interaccioneshidrofóbicas

La mayoríade lasbacteriastienenunacarganetanegativacomola mayoríadelassuperficies

sólidas(McEldowneyy Pletcher,1986 b; Wardell,1988),portanto la repulsiónelectrostática

entresuperficiesde igual cargatenderáa evitarunaestrechaaproximaciónentresuperficies

(Rutter y Vincent, 1984). Si la repulsiónes lo suficientementefuerte, no tendrálugar la
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adhesión.Quela repulsiónevite así la adhesióndependedel balanceentrefuerzasopuestas

de atraccióny repulsión(Marshall e:aL, 1971; Rutter y Vincent, 1984).

Algunos autoressugierenquela adhesiónseproducepor estemecanismopor diversos

motivos. La influenciade los cationessobrela adhesiónsepuedeexplicar en términos de

efectoselectrostáticosy porunadisminucióndel grosordela doblecapaeléctrica(Marshall

e:al., 1971).Lapresenciade sustanciasorgánicasdisueltasenel mediotambiénpuedeinhibir

la adhesiónbacteriana(Fletcher, 1976; Fletchery Loeb, 1979;Marshall e: al., 1971) por la

adsorciónde la sustanciasobrela superficie,haciéndolamenosfavorableparala adhesión

microbiana a través de efectosestéticos o por afectar la hidratación de la superficie,

convirtiendounasuperficiefavorableenunadesfavorable(Fletehery Loefr 1979).

Adhesiónactiva

La adhesiónactivaesla quetiene lugarpor contribuciónfisiológicadelas bacterias.En

ocasionesla adhesiónesun procesodependientedel tiempo(Busschere:al., 1986;Pletcher

y Marsball, 1982 1,; Marahail, 1980; Marshafle! al., 1971; McEldowneyy Fletcher, 1988 14

en el quedurantela faseinicial las bacteriaspuedenserfácilmentelavadasde la superficie,

perodespuéssevuelvenfirmementeadheridasy resistenel lavado(Fletcher,1983;Marshall,

1980; Marshall e: aL, 1971; Rutter, 1984).Estasdos etapassehandescritocomoadhesión

reversiblee irreversible(Marshallet aL, 1971)y secreequela adhesiónfirmedependede

un adhesivoextracelularpoliméricoqueunela bacteriaa la superficie(Fletcher, 1983; Iman

a aL, 1984; Marshall, 1980; McEldowneyy Fletdher,1988b; Pedrós-Allóy Brock, 1983 a;

Rutter, 1984).Algunosestudioshanencontradoqueciertosinhibidoresmetabólicos,incluidos

antibióticose inhibidores de la síntesisde proteínas,son efectivosen inhibir la adhesión

(Fletcher,1980a;Paul, 1984).Ademássehandescritocasosenlos quelas célulasbacterianas

son capaces de responder ante la presencia de superficies, por ejemplo i/i brío

parahaemoly:icusinducela síntesisde flageloslateralescuandoentraen contactocon una

superficie(Silvermane! a)., 1984).

Peroenla mayoríade los estudiosdeadhesiónbacterianano hasido posibledilucidarsi

la adhesiónestabadeterminadasólo por adsorciónfísico-químicao dependíadel metabolismo

bacteriano.En muchoscasosel procesopareceestarconformecon las prediccionesfisico-

químicas;sin embargocuando los resultadosexperimentalesno estánde acuerdocon las
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prediccionesteóricas,esprobableque la fisiología delas bacteriaso la complejidadquímicay

estructuraldesussuperficiesesténjugandoun papelprincipal (Fletcher, 1987).Wardell (1988)

afirma que la interacción inicial entrela célula bacterianay la superficiees el resultadode

fuerzas físico-químicas,principalmentefuerzasde atracción de van der Waals y fuerzas

electrostáticasde repulsión,y queposteriormrnteestánimplicadosadhesivospoliméricos.

Lo mismo sucedecuandoseestudiael efectode los distintos factoressobrela adhesión;

esraramenteposibleconfirmar si el factoranalizadoinfluye sobrela adhesiónafectandoala

físico-químicadel proceso,a la fisiología de la bacteriao a ambas(Fletcher, 1988).Además,

la mayoríade los datos sobrelos efectosde distintasvariables,como los componentesdel

medio, sonconsistentestanto con los mecanismosde adhesiónpasivacomo activa(Fletcher,

1980 a). Por ejemplo, Fletcher (1983) observóque el butanol inhibía la adhesión de

Pseudomonasa placasPetri, pudiendodeberseestaaccióna la adsorcióndel alcohol sobrela

superficiedelaplaca,o aquelasbacteriassevolvíaninmóviles,yaqueenexperimentosprevios

se habíaobservadoque la eliminación de flagelos disminuíala adhesiónde estabacteria

(Fletcher, 1977, 1983). Otrosalcoholes,sin embargo,aumentabanla adhesiónprobablemente

debidoaunamodificacióndela fisiologíade la célulay/o de lascaracterísticasdela superficie

bacteriana(Fletcher, 1983).

Estudiosrealizadoscon microscopiaelectrónicahandemostradoqueen la adhesiónestán

implicados polimeros estructuralesy que la mayoría de las comunidadesadheridasestén

inmersasenunamatrizestructuralquemantieneunidaal sustratoa la comunidadentera(Cheng

e: aL, 1981; Realy Costerton,1987).La histoqulmicaultraestructuralha mostradoqueestos

polimeros sonen su mayor partepolisacáridos(Chenge: al., 1981; Fletcher, 1987; Read y

Costerton,1987)quetomanla formade fibrillas o de materialamorfo,que seextiendeentrela

célulay la superficie,o de matriceshidratadastipo gel en las queestánembebidasmulticapas

decélulas.Perola microscopiano revelaquégruposespecíficosestánimplicadosni proporciona

unainformacióndetalladaacercadela composicióno conformacióndeestospolímeros.Aunque

los polisacáridosparecenser abundantes,otrospolímeros, particularmenteproteínas,parecen

estarimplicadosen la interacciónadhesiva(Fletcher,1980 b, 1987; Robb, 1984).

Se ha intentadoidentificar y caracterizarlos polimeros que actúan realmentecomo

adhesivosmedianteinvestigacionesbioquímicas,pero es difícil obtenersuficientepolímero

(Christensene: al., 1985; Sutherland,1980); en la mayoríade los casosésteseha aisladodel

medio de cultivo lo que indicaqueestaríadisociadode las célulasy seriasolubleen agua,por
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lo que Fletcher (1987) piensaque quizás no fueran autenticospolimeros adhesivosque,

intuitivamente,cabríaesperarquepermanecieranasociadosa las bacterias.

También se han realizado estudios mediantedigestionesenzimáticasy tratamientos

químicosdisruptores,quehanproporcionadodatosnumerososy en ocasionesconflictivos. Es

interesanteque,apesardelas fuertesindicacionesde que los polisacáridossonlos implicados

en la adhesión,las digestionesenzin4ticashantendido a demostrarque las proteasassonmás

efectivas,quelas enzimasquedegradancarbohidratos,enretirar alasbacteriasdelas superficies

(Hetchery Marshall, 1982 b; McEldowneyy Fletcher, 1986 a; Paul y Ieffrey, 1985 a). Esto

sugiereque las proteínasde la superficie bacterianapuedenser importantesal menos en

estabilizarlasinteraccionesadhesivas,si no actúancomoadhesivosreales(Fletcher,1987;Robb,

1984).Tambiénse haconseguidoromperla adhesiónportratamientosconalgunoscompuestos

químicos,porejemplo,el peryodato,quedegradacarbohidratos(Fletcher,1980It McEldowney

y Fletcher,1986 a), por secuestradoresde cationesy por surfactantes(McEldowneyy Fletcher,

1986 a, b).

Puedeser que el tipo de polímero activo en la adhesióndependade las propiedadesdel

sustratoy por tanto de los tipos de interaccionesposibles;así, sobreun sustratohidrofóbico

puedenser activoslos constituyenteslipidicoso los gruposno polaresde los polisacáridosde

la superficiebacteriana,mientrasquesobreunasuperficiehidrofílica los adhesivospuedenser

los polisacáridoshidratados(Fletcher,1987; Fletchery Marshall, 1982 b; Paul y Jeffrey, 1985

a, b).

1.42. ACTIVIDAD DE LAS BACTERIAS ADHERIDAS

El efecto de la adhesiónsobrela fisiología bacterianase ha investigadocomparandolas

actividadesdelas célulasadheridasconlasde sushomólogaslibres enla faselíquida (Hreznak,

1984).Se ha sugeridoen muchasinvestigacionesquela actividadfisiológicapuedeserdistinta

en las bacteriasadheridasy en las libres,y se creequelas bacteriasasociadasapartículasson

responsablesamenudode unafracciónsustancialdel metabolismobacterianoen aguasen las

quelaspartículassonabundantes(Edwardsy Meyer. 1986;Griffith y Fletcher,1990;Hollibaugh

y Azam, 1983;Kirchmany Mitchell, 1982).Paradetectarestasdiferenciasse handesarrollado

numerosastécnicas:medidadel crecimiento(Kjellebergetal., 1982, 1983),respiración(Bright

y Fletcher,1983 a, b; Gordone:aL, 1983),absorciónde sustrato(Bright y Fletcher,1983 a,b;

Gordone: aL, 1983; Kirchmany Mitehell, 1982),producciónde calor (Gordonet al., 1983),
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cambiode tamañocelular(Humphreye: al., 1983; Kjelleberg e:aL, 1982, 1983).

En cuanto a los resultadosobtenidos no existe unanimidad. En muchos casoslas

poblacionesadheridassonmás activas(Hrighty Fletcher,1983 a, b; Fletcher,1986;Humphrey

e:aL, 1983; Jeffrey y Paul, 1986 a, b; Kjelleberge:aL, 1982, 1983;Ladde: aL, 1979; Murray

e: al., 1987),mientrasque en otros parecensermás activaslas no adheridas(Gordonet aL,

1983; Iriberri etal., 1987).Cuandola actividadse expresaporcélula,las bacteriasasociadasa

partículassongeneralmentemásactivasmetabólicamentequelasbacteriasno adheridas(Harvey

y Young, 1980;Jriberri e:aL, 1987; Kirchmany Mitchell, 1982; Paeríy Merkel, 1982).Harvey

y Young (1980)utilizandosalesde tetrazolio;concretamenteel clorurode 2-(paraiodofenil)-3-

(paranitrofenil)-5-feniltetrazolio(¡NT), estimaronqueel 95%delas bacteriasrespiratoriamente

activasestabanadheridasa partículas.

Es posiblequeestasdiferenciasesténrelacionadascon variacionesen las interacciones

entreel sustratoy la superficiey con el gradoen el queel sustratotiendaa estarconcentrado

en la superficiepor adsorción(Fletchery Marshall, 1982b; Grifflth y Fletcher,1991).Sustratos

queseadsorbenmuypocosobrela superficiedelaspartículassonhidrolizadosen mayorgrado

por partede las célulasno adheridas,mientras que las bacteriasadheridaspuedentenerun

accesoreducidoal sustrato debido a que éste estáprincipalmenteen solución. Niveles de

adsorciónrelativamentebajospuedenpresentarseconsolutosdebajopesomolecularquetienden

a mantenerseenun equilibriode adsorción.Consustratosqueseadsorbensobrelas superficies

la situaciónesla contraria,debido,comosugierenalgunosautores,a quela actividadenzimática

estáfavorecidaen la superficie,bienporfacilitar el contactoentrela enzimay el sustratoo bien

por permitir cambiosconformacionalesen el sustrato o en las enzimasque favorezcanla

hidrólisis (Grifflth y Fletcher, 1991).En ambientesnaturaleslas superficiesson rápidamente

acondicionadaspor compuestosorgánicosdisueltos,la mayoríade alto pesomolecular(Griffith

y Fletcher, 1991),incluso en aguasrelativamentepobresen materiaorgánica(Hunter y Liss,

1982; Rutter, 1984).Sin embargo,en estosambientesnaturalesexisteunamezclacomplejade

moléculasorgánicas,algunasdelas cualesseadsorbenmásfácilmentequeotras,con lo queel

resultadoneto de la adhesiónbacterianaa partículases extremadamentedifícil de predecir

(Griffith y Fletcher,1991).

Si los experimentossellevan a caboa concentracionesde sustratomuy bajas,la mayor

actividadresultantede las bacteriasadheridassedebea quesoncapacesde asimilarnutrientes

escasosmásfacilmentequelas bacteriasen suspensión,debidoa queéstosse adsorbenen la
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interfasesólido-liquidoy puedenseraccesiblessóloparalas bacteriasadheridas(Fletcher,1984,

1986; Griffith y Fletcher, 1991;Kjelleberg et al., 1982; Pedrós-Alióy Brock, 1983 a).

1.4.4. FACTORES QUE INFLUYEN SOBRE LA ADHTESION

Se han realizado numerososestudios para intentar probar los efectosde diferentes

condicionesambientaleso fisiológicassobrela adhesión,perohahabidomuchavariaciónenlos

resultadosdeestosestudiosconrespectotantoa la capacidaddeadhesióndediferentesespecies,

cepaso fenotiposbacterianos,comoa la susceptibilidadde los mismosa factoresmodificantes

(Fletcher, 1988). Sobrela adhesiónbacterianaa superficiesen un ambienteacuáticopueden

influir numerososfactores,queincluyenlaspropiedadesdelas superficiessólidas,delaspropias

bacteriasy de la faselíquida.

- Tendón superficial o energíalibre de superficie de la superficie sólida

La energíalibre desuperficiede unasuperficiesólidaesun indicadorde la idoneidadde

esasuperficieparala adhesiónbacteriana,ya que indicala tendenciade un sustratoatomar

parteendistintostiposdeinteracciónespontáneamente(Fletchery Marshall, 1982 a). Algunos

autoresencuentranque la colonizaciónes mayor y más rápidaen las superficiescon una

tensiónsuperficialbaja,esdecirliidrofóbicas,comoel poliestireno,queen las que tienenuna

tensiónsuperficialrelativamentealta,hidrofílicas,como el vidrio (Fletchery Loeb, 1979;Paul

y Loeb, 1983; Paul y Jeffrey, 1985 b; Pringle y Fletcher, 1983; 1986 a; Samuelssony

Kirchman, 19%).Sin embargo,otros autoresafirman lo contrario,obteniendounaadhesión

mayory másfirme, por tantomásdifícil de interrumpir, a superficieshidroflilcas(Absolom

e: al., 1983; Dexter e: al., 1975; McEldowneyy Fletcher, 1986 a; Pedersene: al., 1986).

Otrosno hanencontradodiferenciassignificativasentreambostipos desustratos,esdecir,no

encuentranunapreferenciaabsolutapor partede las bacteriaspor superficieshidrofflicas o

hidrofóbicas(Baker, 1984;Fletcher,1980 a; McEldowneyy Fletcher, 1986 b; vanPelte! al.,

1985).

Existen algunasrazonesquepuedenjustificar estasdiscrepancias.En primer lugar las

diferenciasen las comunidadesbacterianasutilizadas;Fletchery Loeb(1979)utilizan un solo

microorganismo,unaespeciemarinade Pseudomonas,en aguaestéril, mientras queDexter

y colaboradores(1975) realizanlos experimentoscon aguade mar natural. En ambientes

naturalesexisteun grannúmerode distintostipos de bacteriasquecolonizansuperficiesy,
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cuandoestápresenteestavariedaddecolonizadoresbacterianos,la importanciade la tensión

superficialde la superficiesereduce,puestoquediferentesbacteriascolonizanlos diversos

tipos de superficies(Baker, 1984).Tambiénpuedeninfluir las distintascaracterísticasde las

superficiesbacterianas,quevaríanenormementede unaespecieo unacepabacterianaaotra

(Pedersene: aL, 1986; Pringleet aL, 1983) y los cambiosen las característicasdel sustrato

debidoa la adsorciónde sustanciasorgánicasqueacondicionansu superficiecuandoéstese

encuentrasumergido(Pringley Fletcher,1983).

- Rugosidadde la superficie

Geesey y Costerton (1979) observan que las bacterias adheridas se concentran

principalmenteen grietasde detritus, mientras que las zonas planas se encuentrancasi

desprovistasdemicropoblaciónadherida.Fletchery Marshall (1982b) afirmanquelasfuerzas

de repulsiónentreunasuperficiesóliday unabacteria,sonmenoresal disminuir el radiode

curvaturade las superficiesque se aproximan;por lo tanto, puedeser más fácil parauna

bacteriaentrarencontactocon ondulacionesdela superficiequeconunplanocompletamente

llano. Characklis(1984)afirma quela tasade acumulaciónnetade bacteriases mayor en

superficiesrugosaspordosrazones:primera,la desadhesíóndebidaafuerzasdearrastreestará
reducida,puestoquelas célulasestánprotegidaso resguardadasdel flujo de la faselíquida,

y segunda,estarádisponiblemás superficiede sustratoparacontactocon la célula.

Baker(1984)estudiandola adhesióna sustratosrugososy lisos (portaobjetosde vidrio y

trozos de placaPetri de poliestireno,rayadosy sin rayar) encuentraque los rugososson

colonizadosmás y más rápidamentequelos lisos. Peroestono sedebeni a un aumentodel

áreadisponiblepara sercolonizada,ya que la cantidaden que aumentael áreano está

directamenterelacionadacon el aumentodel número de bacteriasadheridas,ni a quelas

depresionesde las superficiesrugosaspuedanproporcionarun lugar más protegido y, por

tanto,másfavorable,puestoquelasbacteriasno seencuentranparticularmenteconcentradas

en las depresiones,sinouniformementedistribuidasentodala superficie.El autorsugiereque

las irregularidadesde la superficie pueden servir como punto de anclaje de la matriz

polisacaridaextracelularo glicocálix.

- Carga de la superficie

Cuando un sólido sesumergeen un ambiente acuático, normalmente, adquiere una carga
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superficial, bien por adsorciónde iones o por la ionización de los grupos superficiales
(Fletchera aL, 1980).La cargade la superficiepuedeafectara la concentraciónde ionesy
moléculascargadassobrela superficiesólida (Bright y Fletcher,1983 a; Haacky McFeters,

1982).

- Característicasde las moléculas adsorbidas

Cuandounasuperficiesólidasesumergeenun medio acuático,seadsorbenrápidamente

sobreella sustanciaspresentesen solución(Tostesone: aL, 1985). Las macromoléculas

generalmentese adsorbende manerairreversibley así,tiendena enmascararlaspropiedades
superficialesoriginales (Fletchere: aL, 1980; McEldowney y Fletcher, 1987; Pringle y

Pleteher,1983, 1986 b). La adsorción de grandes moléculas puede conducir a cambios

conformacionalesquelas hagamásaccesibleso másresistentesala degradaciónmicrobiana
(Bright y Fletcher, 1983 a). Sin embargoel punto hastael que las macromoléculasadsorbidas

puedanoscurecerla químicade la superficiedel sustrato,no estáclaro (Pringle y Fletcher,

1986 b). Se ha observadoque algunasmacromoléculasbiológicas alteran,a través de la

adsorción,la idoneidadde una superficiepara la adhesiónbacteriana.Generalmentelas

proteínasadsorbidasdisminuyenla posterioradhesiónbacteriana(Fletcher,1976; Fletchery
Marshall, 1982 b) por convertirlaen unasuperficiemenosfavorableparala adhesióna través
de efectosestéricoso por efectosde hidrataciónde la superficieque pasa de hidrofóbica

(favorable)ahidrofílica (desfavorable)(Fletcher,1980 a; Fletchery Loeb,1979;McEldowney

y Fletcher,1987).

- Concentracion de nutrientes en la fase líquida

Diversosautoresafirman quela adhesióna partículasesbeneficiosaparalas bacteriasen

condicionesdebajaconcentracióndenutuientesenel agua;enestoscasoslasbacteriaspueden

crecermásfácilmentedespuésde haberseadheridoa superficies,debidoa que en ellas se
concentranlos nutrientesporadsorción,siendoasímásaccesibles(Hetcher,1976;Pedrós-Aiió

y Brock, 1983 a), mientrasque si la concentraciónde nutrientes es alta puedencrecer

predominantementelas Ubres (Pedrós-Alid y Brock, 1983 a?). Maushalí et aL (1971)

compruebanen una cepa marina de Pseudomonasque la adhesión dependede la

concentraciónde la fuentede carbono;a concentracionesbajasla adhesiónestáfavoreciday
al ir aumentando,la adhesiónse ve reducidahasta resultar completamenteinhibida.
McEldowneyy Fletcher(1986a) observanquela presenciadenutrientesmodificalos niveles
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de adhesiónbacterianaa superficies,pero queel efecto varíadependiendodel sustratoy de

la especiebacteriana,y afirman que los cambiosen las concentracionesde nutrientesen

hábitatsacuáticosnaturalesafectana la adhesióndelas especiesbacterianasindividualesde

maneradistinta, por lo que estasdiferenciasinfluyen en la composiciónde especiesdel

biofllm. Pedersene: aL (1986) también observanque al aumentarla concentraciónde

nutrientesen el agua,disminuyemarcadamentela adhesiónbacteriana.

- Concentración jónica del medio

Frecuentementesehaencontradoquelos ionesinorgánicospromuevenla adhesiónde las

bacterias(Cowany Fletcher,1987;Goldberge: al., 1990).Un ejemploes el aumentode la

adhesiónde S:rep:ococcusfaeciuminducido porun aumentoen la concentraciónde cloruro

sódico y cloruro potásico(Fletcher, 1980 a). Tambiénse ha observadoun aumentode la

adhesiónde Pseudomonasaeruginosa al acero inoxidable (Stanley, 1983) y de Vibrio

alginolyllcusal hidroxiapatito(Gordony Millero, 1984)al incrementarsela concentraciónde

electrolitos.Los cationesdivalentes,particularmenteCa2~y Mg2~, promueveno favorecenla

adhesiónde algunasbacteriasmarinasy seha observadoque la adhesiónfirme deunacepa

marinade Pseudomonasen ausenciade estoscationesno seproduce(Maushalíe:aL, 1971).

Los cationestrivalentes,como AI3~, favorecenla adhesiónde estreptococos(Fletcher,1980

a); por el contrario,La3~ y A13~ inhiben la adhesiónde Pseudomonas(Fletcher, 1977, 1980

b).

Los cationespuedeninfluir sobrela adhesiónbacterianade variasmaneras:

a) Sobrela fisiologíacelularo la permeabilidadde membrana(Fleteher,1980 b). Electrolitos

como Ca2~ y Mg2~ intervienenen la fisiología de las bacteriascomo importantescationes

celularesy cofactoresen reaccionesenzimáticas(Fletcher, 1988)

b) Porsuacumulaciónen la superficiey la fonnaciónde unadoblecapaeléctrica,influyendo

portantosobrelasfuerzasde repulsiónentrela superficiebacterianay del sustrato(Fletcher,

1980 b, 1988; McEldowney y Fletcher, 1986 b; Rutter y Vincent, 1980) y entregrupos

negativosdel polímeroadhesivo,teniendocomoresultadosu condensacióny la atracciónde

la célulahaciala superficie(Fletcher. 1988)

c) Ayudandoa mantenerla integridadestructuralde los polimeros adhesivosa través de

enlacescruzados.Se hademostrado,por examenal microscopioelectrónico,queCa2~y Mg2~

puedenser importantesen mantenerla integridad estructuralde la matriz polimérica
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intercelular,observándosequeal transferirntcrocoloniasadheridasa mediosdeficientesen

estoscationes,hay unadesnaturalizacióncasi inmediatadel polímero(Fletchery Floodgate,

1976)

- pH

Seha observadoqueunadisminucióndel pH causaun aumentode la adhesión(Stanley,

1983).Fletcher(1988)sugierequela disminucióndel pH reducela disociaciónde grupos

aniónicos,lo quetendríacomo resultadouna disminución de la repulsiónelectrostáticay

permitiríaa las célulasmoversemáscercade las superficies.Tambiénseha sugeridoqueel

pH puedetenerinfluenciasobrela viscosidaddel polímeroadhesivobacteriano,siendoésta

mayor a] disminuir el pH, con lo que aumentala adhesión(Boyle y Reade, 1983;

McEldowneyy Fletcber,1988 b>. Otrosautoresobtienenresultadosdiferentessegúnla cepa

bacterianay el sustratode quese trate (McEldowneyy Fletcher, 1988 b).

- Especieo cepabacteriana

PedersenetaL (1986)indicanqueel principal factorque influye sobrela adhesiónesla

especiebacterianadequesetrate.Las especiesbacterianasdifieren considerablementeenla

calidady cantidadde polímerosde la superficiecelular, por tanto no es sorprendenteque

tambiénvaríe su capacidadde adhesiónal sustrato, así como la fuerzade la adhesión

(Fletchery McEldowney, 1984, Pringle y Fleteher, 1983). Tambiénsepuedenencontrar

diferenciasentredistintascepasde la mismaespecie(Fletcher, 1980 a).

En un sistema acuático natural, en el que existe una amplia variedad de especies

bacterianas,la adhesiónestáinfluida por la composiciónde la poblacióny puedediferir de

la adhesiónquepresentacadauna delas especiesen cultivo puro. Los resultadosdependen

dela combinacióndeespeciesy dela secuenciade adhesión.Enexperimentosdelaboratorio,

tantoen pruebasde adhesiónsimultáneacomosecuencial,seha observadoquela presencia

de unaespeciepuedeinfluir sobrela adhesiónde otra aumentándola,disminuyéndolao no

teniendo efecto sobreella, dependiendode las bacteriasy del sustratode que se trate

(McEldowneyy Fleteher,1987).
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- Hidrofobicidadde la superficie bacteriana

Diversosautoreshancomprobadoendiferenteshábitatsquelas cepasconhidrofobicidad

alta se adhierenmejor a las superficies(Fatton y Shilo, 1984; Hoog y OId, 1987). Las

bacteriasen ambientesacuáticosson predominantementeGram negativasy tales células

puedenaumentarsu hidrofobicidaden condicionesoligotróficas(Kjelleberg, 1984), lo que

podría incrementarsu capacidadparaunirsea superficieshidrófobas(Breznak,1984).

- Estadofisiológico del fitoplancton

Algunasalgasduranteel crecimientoexponencialproducensustanciasantimicrobianas;por

eso,esfrecuenteobservarquelaproporcióndebacteriasadheridasesmayorcuandocomienza

el crecimientodel fitoplanctono cuandoestásenescente,momentoen el que se liberan

compuestosorgánicosquesonrápidamenteutilizadospor las bacteriasheterótrofas(Belí y

Albright, 1982). Estosautoresobservanque la clorofila a y la producciónprimaria están

inversamentecorrelacionadasconel porcentajedebacteriasadheridas(Aibright e:al., 1986).

- Salinidady concentraciónde partículas

La abundanciade partículaspuedeserel determinantemás comúnde la abundanciade

bacteriasadheridasen sistemasacuáticosnaturales(Pedrós-Alióy Brock, 1983 a). Dell y

Albright (1982)encuentranqueexisteunacorrelaciónpositivaentreel númerode partículas

y el númerode bacteriasadheridasy negativaentrela salinidad y el número de bacterias

adheridas.Otros autorestambiénencuentranuna correlaciónpositiva entreel númerode

partículasy el debacteriasadheridas(Iriberri etal., 1987;Palumboe: al., 1984; Pedrós-Alid

y Brock, 1983 a; Yoon y Rosson,1990>, mientrasqueparaotros (Albright e: al., 1986) no

existecorrelación.

- Flujo bidraúllco del sistema

El flujo hidráulico y la velocidadde la corrientepuedeninfluir sobre la abundanciade

bacteriasadheridas.Si el flujo esdemasiadorápido,la mayoríade la biomasabacterianase

encuentraadheridaa superficies(Fletchery Marshall, 1982 a; Pedrós-Alióy Broclc, 1983 a),

tendiendoa acumularseen depresioneso fisurasde las mismas(Fletcher,1980b; Fletchery

Marshall,1982 a). Pedersen(1982b) observaqueal aumentarla velocidadde flujo, aumenta
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la producciónde biofilm.

- Otrosfactoresitt vitro

En la adhesiónbacterianaiii vúro también influyen otros factores, ademásde los

anteriores:

- Concentracióndel cultivo: al aumentarla densidadde células del cultivo, aumentael

número de colisionesbacterianascon la superficiede adhesión,con lo que aumentala

oportunidadde adhesión(Fletcher,1977;Pedersene: aL, 1986).

- Tiempo de adhesión:del mismo modo queen el punto anterior,al aumentarel tiempo,

aumentael númerodecolisionesy portanto la posibilidaddequeseproduzcala adhesión

(Fletcher, 1977).

- Condicionesdel cultivo: dentrode unacepabacterianadada,la adhesiónpuedevariar al

cambiaralgunacaracterísticadelcultivo, porejemplolimitacióndecarbonoo denitrógeno

o variaciónen la fuentede carbono.Pareceposiblequeestasvariacionesen la capacidad

deadhesión,inducidasporlasdistintascondicionesdecrecimiento,seandebidas,al menos

en parte,a diferenciasasociadascon la composiciónde la superficiecelular(Fletchery

McEldowney,1984).yaqueloscomponentesmacromolecularesdelasuperficiebacteriana

varíanen cantidady composicióncon las condicionesde crecimiento(McEldowneyy

Fletcher,1986 a>.

- Edaddel cultivo: la adhesiónes mayoren la fasede crecimientoexponencialqueen la

estacionariao en la de muerte, debido a que la etapade crecimientoinfluye en la

movilidadcelulary enla calidado cantidaddepolimerosdela superficiecelular(Fletcher,

1977; Harbere: al., 1983; Pedersene: aL, 1986). El movimiento de las células es

importanteporqueaumentamuchola posibilidaddequeunabacteriaseencuentreconuna

superficiepotencialmentecolonizabley ademásla energíacinéticade las célulasmóviles

puedeserimportanteparavencerlasfuerzaseléctrostáticasderepulsiónquepuedenexistir

entrela superficiebacterianay la de adhesión(Fletcher, 1980 a; Harbere: aL., 1983;

Marshall e: al., 1971).Stratfordy Wilson (1990) afirmanque, paraque se produzcala

adhesión,la energíade colisión debeseralta, porlo queel movimientobrownianoseria

insuficientepara producir cotacto. Fletcher (1977) observaque los cultivos en fase
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logarítmicatienenlamayorproporcióndecélulasmóviles.Fletcher(1980a,b)comprueba

quela adhesiónde Pseudomnonosal poliestirenoresultainhibidaal eliminarlos flagelos.

Harbery colaboradores(1983)estudiandola adhesióndeE. coil al poliestireno,observan

quelas cepasqueposeenfimbriastipo 1 y flagelosseadhierenmás y mejor durantela

fase exponencial; ademáscompruebanque las cepas adherentespuedenvolverse no

adherentes,simplementeinhibiendola síntesisde los flagelos,por lo quededucenquela

influenciadelos flagelospuededeberseno sólo a la movilidaddelas células,sino a que

los propios flagelos puedenestardirectamenteimplicadosen la adhesión.Ionese: al.

(1981) compruebanasimismo que la movilidad promuevela adhesiónde Salmonella

typhimurtuma célulasHeLa.

En cuantoa laproduccióno secreciónde polimerosadhesivospor las bacterias,existe

unaevidenciaapreciablede queestáinfluida porla edaddel cultivo y, puestoqueestos

pollmerosjueganun papelimportanteen la adhesión,éstaseencontraráafectadapor las

variacionesque se produzcanen los mismos (Fletcher, 1977). Van Loosdrechte: al.

(1990)sugierenqueel aumentode la adhesiónen la faselogarítmicapuedeserdebidoa

un aumentode la hidrofobicidadde la paredcelularduranteestafase.

1.45. IMPORTANCIA DE LA ADHESION

Laadhesiónbacterianaa superficiesjuegaun importantepapelenunaampliavariedadde

situaciones,delas queaquíresumiremosalgunas.

1.4.5.1.Ecológica

- La adhesiónde bacteriasa sustratossólidosles puedeconferiruna ventajaen términos de

disponibilidadde nutrientes(Breznalc, 1984).

- Las bacteriasque crecensobresuperficiesen el medio ambientedesempeñanuna labor

beneficiosadebidoa su papelen el continuo “:urn-over” de residuosorgánicosy minerales

(Fletchere:al., 1980).

- La adhesiónpermite a las bacteriassubsistiren un nicho nutricional adecuado.Ademásla

envolturaexopolisacaridicalas protegede agentesambientalesperjudicialesy decondiciones

desfavorables(Costertony Cheng, 1982; McEldowneyy Fletcher, 1987>.
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- Las bacteriasadheridasson más resistentesa bacteriófagosdebido a que los polimeros

extracelularesactúancomobarrerade protección(Hicks y Rowbury, 1987; Wrangstadhe:al.,

1986).

- La existenciade agregadosbacterianospuededeterminarla dominanciade determinadas

especies de microflagelados en un sistema, debido a que algunos se alimentan

predominanrementede bacterias adheridas (Rodo sp.), mientras que otros consumen

preferiblementebacteriaslibres (Paraphysoínonassp.) (Sibbaldy Albright, 1988).Asimismo,

aunquealgunasespeciesdezooplanctonsealimentandebacteriaslibres(Pedrós-Alióy Brock,

1983 b; Sibbald y Albright, 1988), parece que las bacterias adheridas a partículas

experimentanuna presiónde predaciónmayor(Fenchely J0rgensen,1977; Rassoulzadegan

y Etienne,1981).

- La división microbianaen las interfaseshidrocarburoslíquidos-aguatieneunaaplicaciónen

la degradacióndel petróleo(Goldberge: al., 1990; Rosenbergy Rosenberg,1981).

1.45.2. Sanitaria

Desdeel punto de vista sanitariocitaremosvarios ejemplosentrelos muchos que se

puedenencontraren la bibliografía:

- Lasbacteriasadheridastienenunamayorresistenciaal cloroy aotrosdesinfectantesutilizados

para potabilizar el agua de abastecimiento(Berman ej al., 1988; Herson ej aL, 1987;

LeChevalliere:aL, 1981, 1984 a; Ridgwayy Olson,1982; Ridgwaye: al., 1984);estopuede

provocaraumentosrepentinose inesperadosen los recuentosde coliformes en sistemasde

distribuciónde aguapotable(Goshkoeta?., 1983;Hudsonezal., 1983)debidoal crecimiento

de bacteriasadheridasa las paredesde las tuberíasy a la presenciade coliformes en estos

biofllms (LeChevalliere: aL, 1987).Asimismola adhesión,sobretodo apartículasorgánicas,

proporcionaprotecciónfrente a la desinfecciónpor radiaciónultravioleta,debidoa que las

bacteriasadheridasestún menos expuestasy a que las partículas orgánicasabsorbenla

radiación(Qualís e: al., 1983).

- Se ha observadoque algunasbacteriaspatógenasque se puedentransmitir por aguas

contaminadas,comopor ejemploel agentecausantedel cólera~/ibriocholeraeserogrupo01,

seencuentranenellas adheridasapartículas,lo queaumentasu supervivencia(Tampline:al.,
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1990).

- En numerosasinfeccionesla adhesión es un prerrequisito para la patogénesis,ya que

constituyeuna etapainicial en la colonizaciónde tejidos (Wyatt e: al., 1990). Algunos

ejemplosson:
* Los patógenosentéricoscolonizanel intestinodelgadopormedio de adhesinasdesuperficie

que permiten a la bacteriafijarse a los tejidos humanosy animales,por ejemplo en la

gastroenteritispor E. coli enterotoxigénica(Lindahl y Carlstedt,1990);sehacomprobado,en

voluntarioshumanos,que si estabacteriacarecede adhesinas,no es capazde colonizarel

intestinodelgadoy, portanto, no producela enfermedad(Walsh y Bissonnette,1983).
* En la pielonefritisporE. cali, lasfimbriasP parecenserun marcadorde virulencia(Harber

e: aL, 1983; R.hen, 1985).
* LacapacidaddeSrzphylococcusaureusparaadherirsea la mucosanasalseconsideracomo

un factorqueconducea su colonización(Wyatt e:aL, 1990).
* Las cariesdentalesseproducencuandobacteriasanaerobiasadheridas,comprendidasenla

placadental,producenácidoquedestruyeel esmaltedental(Gibbonsy van Houte, 1975).

- Los microorganismosadheridos, por ejemplo, a partículas de alimento, son mucho más

resistentesal ácidogástricoquelos no adheridos,por lo quela adhesiónpuedeser un factor

importanteen la supervivenciade estos microorganismosy por tanto su capacidadpara

producirla infección(Poyntere: aL, 1986)

- La resistenciadePseudomonasaeruginosaalos mecanismosdedefensadel huéspedsedebe

a la producciónde nilcrocoloniasenvueltasen exopolisacáridossobrela superficiede los

tejidosde los órganosinfectados(Baltimorey Mitchell, 1980; Lame: aL, 1980;Marrie e:al.,

1979;Schwartzmanny Boring, 1971);esto en muchoscasosaumentaademássu resistencia

a la terapiaconvencionalconantibióticosy otrosagentesantimicrobianos(Costertony Cheng,

1982;Costertone: aL, 1987; Gilbert e: aL, 1987, 1989;Wrangstadhe: aL, 1986).

- Se handescritotambiénnumerososproblemasproducidospor bacteriascapacesde adherirse

a distintosmaterialesutilizadosenimplantesbiomédicosy dispositivostrascutáneos,comopor

ejemplocatéteresintravascularesy peritonealesy válvulascardiacas.5. epidermidisinfecta

frecuentememteestosimplantes(Hogte:al., 1983).Enunaprimerafasela bacteriaseadhiere

a la superficiedel dispositivo;despuéstienelugar, por partede ciertascepas,la producción

de un polisacáridoextracelularque, in vivo, forma un complejocon factoresdel huésped
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dandolugar a una matriz extracelularqueandaa las bacteriasfirmementea las superficies

de los implantesy las protegede las defensasdel huésped(Dunney Burd, 1991).

1.43.3. Industrial

Desdeel punto de vista industrial la adhesiónmicrobianaes importantetanto por los

efectosperjudicialesquepuedaocasionar,como por los beneficiosos.Algunos de los efectos

perjudicialesmás comúnmenteobservadosson:

- El desarrollode microcoloniasde algunasespeciesbacterianassobrelos metalespuede

constituir un foco de corrosión (Beechy Gaylarde, 1989; Costerton y Geesey, 1979b;

Characklis,1984; Gordon,1987; Pedersen,1982 a).

- Las bacteriasqueformanpartede microcoloniasadheridasen sistemasacuáticosindustriales

son,en muchasocasiones,resistentesabiocidas(Costertony Geesey,1979b; Hersone: al.,

1987; Lechevalliera aL, 1984 a; McEldowney y Fletcher. 1987; Wdgway e: aL, 1984;

Ridgwayy Olson,1982).

- La adhesiónde bacteriassobresuperficiesdeprocesamientoen fábricasde alimentossonuna

fuente potencialde contaminación(McEldowney y Fletcher, 1987).En la industria de la

alimentaciónesteriesgo seconsideraquedisminuyecuandotalessuperficiesestánsecas,en

parteporqueel crecimientoy la supervivenciaestaríanreducidos(McEldowneyy Fletcher,

1988 a). Sin embargo, se ha observadola capacidadde bacterias no formadoras de

endoesporaspararesistir condicionesde desecaciónpor extensosperiodosde tiempo en

superficiesde procesadode alimentos.McEldowney y Eletcher (1988 a) sugierenque el

exopolimerohidratadoquerodealas célulasmantieneun ambienteadecuado,protegi6ndolas

de la desecación.Además, las endoesporasde algunasespeciesbacterianas,con gran

resistenciaa la desinfeccióny esterilizaciónpor calor, sepuedenadherira superficiesde

equiposde fabricación,lo que puedeser un importantísimoproblemaen las industriasde

alimentacióny farmaeútica(Husmarky Rónner,1990; RtSnnere: aL, 1990).

- La adhesiónbacterianaen los intercambiadoresdc calor ocasionauna disminución en su

conductividad,disminuyendo,por lo tanto,el rendimiento(Bar-Or, 1990; Characklis, 1984;

Pedersen,1982 a; Ridgway e: aL, 1984).
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- La colonizaciónde superficiesy el desarrollode biofllms puedenafectaradversamentea la

eficienciade muchosprocesosde membranaindustriales,por ejemplola ósmosisinversa.Al

colonizarse la superficie de las membranas de diacetato de celulosa, disminuyen

progresivamentetantoel flujo de aguacomolas propiedadesderetenciónde mineralesde las

membranas(Ridgway e: alt 1983, 1984).

Respectoa los efectosbeneficiosos,citamostambiénalgunosejemplos:

- Graciasala adhesiónpuedefavorecersela fermentaciónenprocesosindustriales,porejemplo,

en la producciónrápidadel vinagre(Characklis,1984).

- Las películasmicrobianasy las célulasinmovilizadas,junto con reactoresde lecho fluido y

fijo, sonun importantecomponentedeprocesosdefabricaciónenla industriabiotecnológica

(Wardell, 1988).

- El tratamientode aguasresidualesdependede la acciónde microorganismosadheridosque

absorbeny degradancompuestosorgánicosy nitrogenados(Bar-Or, 1990; vanLoosdrechte:

al., 1990;Wardell, 1988).
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1.5. EMBALSE DE «EL ATAZAR

»

El embalsede «El Atazar» estásituadoa unos 70 1cm de Madrid, en el Norte de la

ComunidadAutónoma,pertenecea lajunsdicciónde los términosmunicipalesde El Atazary

Patones,pero sus aguasllegan hastalas estribacionesdel cascourbanode El Berrueco.

El Atazaresel último de la cadenade embalsesdel río Lozoya,formadapor otroscuatro

embalsesmás,quesuperancadauno el hectómetrocúbicode capacidad.Estosembalsesson:

La Pinilla, Riosequillo, PuentesViejas y El Villar. Segúnel Canal de Isabel IX, El Atazar

multiplica por 2,7 la capacidadde los otroscuatrojuntos (CanaldeIsabelII, 1972).

El Atazaresunapresade tipo bóveda-cúpula,conun muro de 141 m de alturay una

longitudde coronaciónde 370m, esto,unido aunacolamáximade 17 1cm, permiteal embalse

contenerunacantidadde aguade 426 hin3, queinundaunasuperficiede 1.200hectáreas.

Seterminósu construcciónen 1972 y entróenfuncionamientorealen 1974,abasteciendo

de aguapotablea Madrid. Larazónfundamentalde su construcciónfue regularlos excesosde

precipitaciónenla cuencadel río Lozoyarespectoa la capacidaddelos otroscuatroembalses.

Suprincipalpapelespuesrealizarunaregulaciónanualdecaudalesvitalesenel abastecimiento

aMadrid (Cubillo e: al., 1990).

La entradade agua al embalsese producepor varios caminos:escorrentíasuperficial,

regulaciónhidrmjlica de la cadenadel río Lozoya y ríos y arroyos que desembocanen el

embalse.La escorrentíasuperficialesmuy importanteen la consecuciónde caudalesy se ve

potenciadapordosfactores:su ampliacuencade recepción(con9821cm2)y la impermeabilidad

del terreno,constituidoen sumayoríapor materialescomopizarras,granitos,neises,etc.(Fuster

e: aL, 1971).

La geologíade la zonade El Atazarpresentaunaclaradiferenciaciónentresus mitades

estey oeste.Mientrasquesumitadesteeshomogéneay compuestaporpizarrasdel Ordovicico,

la mitad oesteesmásfragmentaday de unageologíadistinta. Así, a la alturade Cerverade

Huitrago,encontramosunafranjaestrechade rafiasy arenasdel Plioceno;éstaesla zonadonde

la escorrentíasuperficialesmenor,debidoa unamayorinfiltación. Juntoa ésta,y terminando

de rodear casi por completo el embalse,existe una zona graníticaque se prolongahasta

Bustarviejo.Contiguaaestosgranitos,en la mitad oesteorilla sur, apareceunazonade neises
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unidosal granmacizocentralmetamórficodela cordilleradeGuadarrama(FusteretaL, 1971).

En las cercaníasdelembalseno seobservaningunafalla aparente.En la construcciónse

encontraronvariasdiaclasasen la cubetacuyo materialde rellenono ofrecíagarantías;fueron

vaciadasy rellenadasconhormigón(Canalde IsabelII, 1972).

14$. OBJETODEL TRABAJO

El abastecimientode aguapotablea la poblaciónes un problemaquedebepreocupara

las autoridades,principalmentelas sanitarias,tanto nacionalescomo locales. Cada día son

mayoreslas cantidadesde aguaque se requierenpor habitante,y debidoa la irregularidad

pluviométricade nuestropaís,es necesariorealizarunaregulaciónde los caudalespor medio

de embalses.

Es innegablela necesidadde suministraresteaguaen condicionesóptimas,ya quepuede

serun mediode transmisiónde enfermedades.La legislaciónespañolaestipulalos análisisque

sonnecesariosparacontrolarsu calidad,queincluyentantola valoracióndeparámetrosfísico-

químicoscomo microbiológicos (B.O.E., 1983; B.O.E., 1990).Pararealizarel control de la

calidadmicrobiológicaes sobradamenteconocidoqueno seintentarealizarel aislamientode

posiblesmicroorganismospatógenos,sino de aquellosque se encuentransiempreen heces,

denominadosindicadoresfecales,queincluyencoliformes,estreptococosy esporasdeclostridios

sulfito-reductores.La razón parasu utilización seha basadoen el conceptode que estos

microorganismosson más fáciles de detectarque los patógenos,por encontrarseen mayor

númeroy tenerunasupervivenciamáslarga.

Por lo tanto estos grupos microbianostienen mucho interés, debido a su enorme

importancia,por lo que han sido objeto de los más diversostrabajos,que incluyen desde

estudiosparamejorar su recuento y aislamiento,hastala evaluaciónde los efectosde los

distintosfactores,bióticos y abióticos,sobresu supervivencia.

La asociaciónde bacteriascon material particuladoesde considerableimportanciaen

ambientesacuáticos.Existennumerosostrabajossobrela adhesiónmicrobianaen aguasdulces.

Los distintosautoresque trabajanen estetemaestánde acuerdoen queel grado de adhesión

enambientesdulceaculcolasvariaconsiderablemente.Tambiénexistecomúnacuerdoenquela

adhesiónbacterianaapartículaspuedetenerunagran influenciasobrela supervivenciade los
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microorganismos.

Sin embargo,por regla general, todos estos estudiossólo se han realizadosobrela

micropoblacióntotal, determinandoel númerodebacteriaslibres y adheridasa partículas,pero

no conocemosninguno que hayarealizadouna discriminaciónentre libres y adheridasen

diferentesgruposbacterianos.

Porello hemoscreídodeinterésdeterminarsi existeunatendenciaala adhesiónengrupos

microbianosde gran importanciaparadeterminarla calidadmicrobiológicade las aguascomo

sonlos indicadoresde contaminaciónfecal, aspectoquecontribuiríaa un mayorconocimiento

del comportamientode estosmicroorganismosen el ambienteacuático.

Paraestosehaelegidounaestacióndemuestreoenla cabeceradel embalsedeEl Alazar,

realizándosela recogidade muestrasa distintas profundidades,paradeterminarsi existían

diferencias,tanto espacialescomo temporalesen el númerototal de bacteriasde los grupos

escogidosy en el porcentajede ellasquesepresentanadheridasa partículas.

Los parámetrosmicrobiológicosestudiadoshansido:

* Recuentodirecto,paraconocerel númerototal de bacteriasen el embalse,determinandoel

porcentajede célulasqueseencuentranrespiratoriamenteactivas.

* Recuentode bacteriasheterótrofasviablesa 220C y 370C,determinandoel númerototal y el

númerode ellasqueseencuentranadheridasa partículas.

* Recuentode coliformes totalesy fecales,realizando,asimismo, la discriminaciónentreel

númerototal y el de adheridosapartículas.

* Recuentode estreptococosfecales,totalesy adheridosa partículas.

Complementariamentese ha realizado la identificación de las cepasde coliformes y de

estreptococosfecalesseleccionadas.Con algunasde estascepassehanrealizadoensayosde

adhesiónin vUro paraintentardeterminarsi existendiferenciasen su tendenciaa la adhesión,

segúnestenlibres o adheridasen la muestrade agua.
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Tambiénsehanestudiadoalgunosparámetrosfísico-químicos,quenosayudanaconocer

un poco másel entornoen el queseencuentranlos microorganismosestudiadosy nospermiten

buscarposiblesinfluenciasde los mismossobrela micropoblación.Los parámetrosevaluados

hansido:

* Perfil de temperatura,oxígenodisueltoy porcentajede saturaciónde oxigenode la columna

deaguadel embalse,imprescindiblesenel estudiodeun embalsedebido,comoyahemoscitado

en la introducción,a la importanciade la estratificacióntérmica.

* Concentracionesdelos compuestosdenitrógenomásimportantesen el estudiodela dinámica

de un embalse,comosonel ión amonio, los nitritos y los nitratos.

* Concentracionesde ortofosfatosy fósforo total,parámetrosdegranimportanciadebidoaque

el fósforo esel principalelementolimitanteen numerosossistemasacuáticos.

* Demandaquímicade oxigeno,importantecomo medidade la cantidadde materiaorgánica

del agua.

*pH

Creemosqueestainvestigaciónpuedetenerinterés,ya queal determinarla proporciónde

bacteriasadheridasen los distintosgruposbacterianosestudiados,abordaun puntodevistapoco

investigado,lo que puedeservir de complementoa los estudiosque continuamenteseestán

realizando sobrela adhesiónbacteriana.Hemoselegido los indicadores sanitariospara la

realizaciónde estetrabajo debidoa la importanciaque la adhesióna partículaspuedeteneren

su supervivenciay en su resistenciaa algunosagentesutilizados parapotabilizar el aguade

abastecimiento.
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2. MATERIAL Y METODOS



2.1. TOMA DE MUESTRAS Y SU CONSERVACION

La recogidade muestrasserealizaen la cabeceradel embalse,en un puntosituadoauna

distanciaaproximadade unos100 m de la paredde la presay equidistantede ambasorillas.

Las muestrasse recogencon una botella de muestreo,para toma de muestrasen

profundidad,quesehacedescenderhastala profundidaddeseadapor mediodeun cabledeacero

marcadometro a metro,al final del cual va unido un lastreque facilita el descensoy evita

desviacionesde la vertical.

El equipotoma-muestrassebajacon ambastapasabiertas.Al llegar a la profundidad

deseada,seenvíapor el mismo cableun mensajero,que al golpearcontrael dispositivo de

enganchede las tapaslas libera, con lo quela botellase cierra(Herbert,1988).Unavezen la

superficie,las muestrassepasanarecipientesde plásticoestérilesde 1,5 1 de capacidad.

Durante toda la campañade muestreo se toman las muestras a las siguientes

profundidades:25 cm, 2, 4, 6, 8, 10, 20 y 40 m.

Lasmuestrassetransportanenfrío, enneverasportátiles,hastael laboratorioy seanalizan

en el mismodía.

2.2. REALIZACION DE LOS PERFILESDE TEMPERATURA.OXIGENO DISUELTO

Y TANTO PORCIENTO DE SATURACION DE OXIGENO

Los perfilesde temperatura,concentracióndeoxígenodisueltoy porcentajede saturación

de oxígenodela columnade agua,se realizan¿ti situ conun aparatoelectrónicomarcapHOX

62, provisto de unasondade 30 m, marcadametro a metro.

Una vez ajustadoel aparato,sehacedescenderla sonda,lentamenteparaque sevaya

estabilizando,hastala profundidadde 30 m, realizándosela lecturade los tres parámetros.

Posteriormente,sevasubiendola sondametroa metroefectuándoselas mismaslecturas.
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2.3 METODOSMICROBIOLOGICOS

2.3.1.DETERMINACION DE LA POBLACION BACTERIANA TOTAL

El númerode bacteriastotalesse determinapor recuentodirectocon naranjade acridina

(Acridine OrangeOirectCount, AODC) segúnla técnicade Hobbieeta?. (1977),modificación

de la de Franciscoa al. (1973).

Paraello se utilizan filtros Nucleoporede policarbonato(Bowden, 1977) de 0,2 pm de

diámetrode poro y 25 mm de diámetro,teñidoscon Negro Irgalan (Ciba-Geigy)en solución

a] 0,2% en ácido acéticoal 2%, esterilizadapor filtración. Antesde usarlos filtros, éstosse

lavanporpasessucesivospor aguadestiladaesterilizadapor filtración (Hobbiecf aL, 1977)

Un mililitro de la dilución deseadade la muestrasetratadurante3 minutoscon 0,2 ml

de solucióndenaranjade acridinaal l%o, esterilizadaporfiltración (Hobbieet aL, 1977).Una

veztranscurridoestetiempo,sepasala mezclaatravésde los filtros de policarbonatoteñidos,

utilizando un soporteMillipore de vidrio esmerilado.Unavez terminadala filtración, se hace

pasara travésdel filtro aguadestilada,esterilizadapor filtración, paralavary quitar los excesos

de colorante.

El filtro se colocasobreun porta-objetos,seañadeunagotade vaselinalíquida,secoloca

encimaun cubre-objetosy sobreél unagotade aceitedeinmersión.Lapreparaciónasíobtenida

se observacon objetivo de inmersiónen microscopiode epifluorescencia,equipadocon un

ocularcuadriculadoparafacilitar el recuento. Se cuentantodas las bacteriasque presentan

fluorescenciaverde.

Losrecuentosseefectuanenal menos20 camposporpreparación.Conociendoel diámetro

del campodel microscopio,el del filtro y la cantidadde muestrafiltrada, serealizanlos cálculos

necesariosparaexpresarlos resultadoscomobacteriastotalespor mililitro.

Todaslas solucionesqueseutilizan en estatécnica(negroirgalan,naranjade acridinay

agua destilada)debenestar esterilizadaspor filtración paraeliminar cualquierpartículaque

tenganen suspensióny evitar falsosresultados.Además,nosotros,paraasegurarla esterilidad,

añadimosatodaslas solucionesformol a unaconcentraciónfinal del 1%.
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2.3.2. RECUENTO DE LAS BACTERIAS RESPIRATORIAMENTEACTIVAS

Paraestimarel númerode bacteriasrespiratoriamenteactivas,enel momentodetomarlas

muestrasen el embalse,serealizala incubación¿ti situy enla oscuridadcon INT (cloruro de

p-iodo fenil, 3-p-nitro fenil, 5-fenil tetrazolio;Sigma)segúnla técnicade Zimmermannel al.

(1978) modificadapor Maki y Remsem(1981).

El INT se preparaa una concentracióndel 0,1% en aguadestiladay seesterilizapor

filtración con filtros Millex (Millipore) distribuyéndoloen recipientesestérilesde 100 mí, a

razónde 10 ml en cadauno.

Enel embalse,con cadaunade lasmuestrasrecogidas,secompletanlos recipientesbasta

100 mi, manteniéndosela mezcladurante20 minutosa temperaturaambientey enla oscuridad.

Transcurridoestetiempo, sedetienela incubaciónañadiendo1 ml de formaldehidoal 10%.

Lasbacteriasquetienensu cadenade transporteelectrónicoen actividad,utilizan el INT

comoúltimo aceptorde electrones,reduciéndoloa Formazánquequedacomocristalesdecolor

rojo-ladrillo en el interior de la bacteria(Betts a aL, 1989; Zímmermanetal., 1978).

La observaciónserealizatiñendolas bacteriascon naranjade acridina,segúnla técnica

descritaen el apanadoanterior y observandocon objetivo de inmersión en microscopiode

epifluorescencia.Se efectuael recuentodelas bacteriasquepresentanlos cristalesrojo-ladrillo

en su interior. Los resultadossepresentancomoporcentajerespectoa las bacteriastotales.

2.3.3. RECUENTODE BACTERIAS HETEROTROFASCON CRECIMIENTOA 220C

Y A 370C, TOTALES Y ADHERIDAS A PARTíCULAS

El recuento de bacteriasheterótrofasse realizapor el método de dilución en placa,

sembrando1 ml de las dilucionesdecimales,realizadasen soluciónsalina al 9%~. Se utiliza

comomedio de cultivo el agarde recuentoenplaca(Adsa-Micro),incubandoa 220C y a 370C,

durante5 díasy 48 horasrespectivamente(APHA, 1989)

Pararealizarla segregaciónentrebacteriaslibres y adheridasa partículas,se filtra la

muestraporun filtro de 3 pmde diámetrodeporo,en el quequedanretenidaslas bacteriasque

seencuentranadheridasapartículas(Fry, 1988; Goulder, 1977;Pedrós-Alióy Brock, 1983 a;
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Yoon y Rosgon,1990),recogiendoel filtrado en un kitasatoestéril.Posteriormenteserealiza

el recuentode bacteriastotalesen la muestrasin filtrar y el de las libres en el filtrado. Por

diferenciaentre las bacteriastotales y las libres obtenemosel número de aquellasque se

encuentranadheridasa partículas.

Todoslos recuentosse efectuanpor duplicado.Los resultadosseexpresancomo ufc/ml.

2.3.4. RECUENTO DE BACTERIAS DEL GRUPO COLIFORME, TOTALES Y

ADHERIDAS A PARTíCULAS

Al efectuarel recuentode estegrupode bacteriasserealizaigualmenteunasegregación

entre el número total de bacteriascoliformes y el número de aquellas que se encuentran

adheridasa partículas.Paraello, como en el caso antenor,serealizanlos recuentosen la

muestrasin filtrar y en el filtrado obtenidodespuésde pasarpor un filtro de 3 pmdediámetro

deporo.Todoslos recuentosseefectúanporduplicado.En algunasmuestrasseincubatambien

el filtro de 3 pm de diámetrode poro,en las mismascondiciones,con el fin de obtenercepas

queseencuentranadheridasa partículas,pararealizarposteriormentelos ensayosde adhesión

in viiro, cornose detallaen el apartado2.3.7.

El métodoutilizado pararealizarlos recuentosesel de filtración por membrana,usando

filtros de 47 mm de diámetro y de 0,45 lun de diámetro de poro. Se filtran 10 ml de las

dilucionesdecimales.

El medio elegido,despuésdeensayarconalgunosdelos másutilizadosenla bibliografía,

esel caldom-Endo (Burlingame,a al., 1984; Riveraet aL, 1988; Mates y Shaffer, 1989),

impregnadoen almohadillasabsorbentesen placasPetri de 49 mm de diámetro.Las colonias

típicasdesarrolladasen estemedio sonde color rosaflisia cono sin brillo metálico.

La incubaciónse realiza siempreen anaerobiosisparaimpedir que parte de la flora

bacterianaacompañante,quepodríacreceren el caldoEndo, sedesarrolle.

Se efectúanlos recuentosde coliformes totalesy fecales,incubandolas placasparalos

primerosa 370C durante48 horasy paralos segundosa44,50Cdurante24 horas.Los resultados

seexpresancomoufc/l00 ml.
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2.3.5. RECUENTODE ESTREPTOCOCOSFECALES, TOTALES Y ADHERJDOSA

PARTíCULAS

El recuentode estreptococosfecalesserealizapor el métodode filtración por membrana

utilizandofiltros Millipore de 47 mm dediámetroy 0,45 pm dediámetrodeporo.Se filtran 100

ml de muestra.El medio utilizado esel agarde Slanetzy Bartley (Collin er aL, 1988;Devriese

etal., 1992).La incubaciónserealizaa370C durante48 horas.Lascoloniastípicassondecolor

rojo ladrillo.

Como enlos casosanteriores,tambiénefectuamosaquíunasegregaciónentreel número

total deestreptococosfecalesy el númerodeadheridosapartículas;peroen estecaso,en lugar

derealizarlos recuentossolamenteenla muestrasin filtrar y enel filtrado obtenidodespuésde

pasarpor un filtro de 3 ¡im, tambiénsecolocael filtro de 3 mu sobrela superficiedel medio

utilizado, obteniendoenestecasoel númerodeestreptococosfecalesadheridosa partículas.La

razondehacerloasí,esporqueestosmicroorganismosseencuentranenun númeromuy inferior

al de los grupos anterioresy el error cometidoal calcular el númerode bacteriasadheridas

podríaser mayor. Ademásestas cepasseutilizan, junto con las obtenidasen el recuento

efectuadoen el filtrado, pararealizarlos ensayosde adhesión¿vi virro, como se detallaen el

apartado2.3.7.

Los resultadosde los recuentosseexpresancomoufc/l00 ml

2.3.6. IDENTIFICACION DE BACTERIAS

2.3.6.1. Identificaciónde las Cepasde coliformes

Las colonias típicas aisladasen el medio de recuentose siembranen agar triptona-soja

(TSA), incubándoseA 370C, 24 h. A partir del cultivo obtenido,en primerlugar seprocedea

su confirmación,realizandoalgunaspruebaspreliminares:tinción Gram,produccióndegasen

caldo lactosado, citocromo-oxidasa, siembra en medio de Hugh-Leifson para

oxidación/fermentaciónde la glucosa, y ONPG (orto-nitrofenil-beta-D-galactopiranósido).

Posteriormentecon las cepas confirmadas se realizan las siguientes pruebas para su

identificación: movilidad, por el métodode la gotapendiente;catalasa;crecimientoen medio

ICligler, dondeserealizala lecturadetrespruebas,glucosa,lactosay producciónde ~~2; indol;

rojo de metilo y Voges-Proskauer;citrato (Daguet, 1977); lisina descarboxilasa;ornitina
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descarboxilasa;argiinadehidrolasa;fenilalaninadesaminasa;triptófanodesaminasa(Oberhofer,

1985);ureasa;hidrólisisdela gelatina;produccióndeácidoapartirdeglucosa,manitol, inositol,

sorbitol, ramnosa,sacarosa,melobiosa,amigdalinay arabinosa;reducciónde nitratos(Daguet,

1977).

Parala identificaciónde algunasde las cepas se han utilizado las galerías API 20E
(Biomerieux),aunqueen algunoscasoshan sidonecesariaspruebascomplementarias.

Parala clasificaciónenespeciessehanseguidolos criterios del ManualBergey’s (Krieg

y Holt, 1984).

2.3.6.2. Identificaciónde las cepasde estreptococosfecales

Las coloniastípicas aisladasen el medio de recuentose siembranen TSA, incubandoa

37”C, 24 It A partirdel cultivo obtenidoserealizanlassiguientespruebasparasuidentificación:

hidrólisisdel almidón(Ruoff, 1992),producciónde ácidoa partir delactosa,manitol, sorbitol,

rafinosay sacarosa(Devrieseet al., 1992; Ruoff, 1992).

Parala clasificaciónenespeciessehanseguidolos criteriosdel ManualEergey’s(Sneath

a aL, 1986).

2.3.7. ADHESION IN VITRO

Con unaselecciónde las cepasaisladasen los recuentosde coilformes y estreptococos,

se realizanensayosde adhesión¿vi vitro. Se utilizan cepas,pertenecientesaestos dos grupos,

aisladasdelos recuentosde bacteriaslibres y cepascrecidassobrelos filtros de 3 hm, sobrelos

quesólosequedanretenidaslasbacteriasqueseencuentranadheridasa partículas(ver apanados

2.3.4. y 2.3.5.)

Parallevar a cabo los ensayosse cultivan las cepasque van a ser utilizadasen caldo

triptonasoja(TSB) hastaalcanzarla fase exponencial.El comienzode la fase exponencialse

determinarealizandola curvade crecimiento.Por lo generallos tiemposde incubaciónoscilan

entre18 y 22 horas.Posteriormenteserecogenlas célulaspor centrifugación,lavandodosveces

contampónfosfatoy resuspendiendoen tampónfosfatohastaunadensidadópticadc 0,1 a 540

nm (McEldowney y Fletcher,1986 a).
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Paraestudiarla adhesiónal poliestireno,seañaden5 ml dela suspensiónobtenidaaplacas

Petri de estematerial, de49 mm de diámetro,quesirvencomosustratodeadhesión,dejándose

durante60 minutosa 220C.Transcurridoestetiempo,se lavancon tampónfosfatopararetirar

lasbacteriasqueno seencuentranadheridas,fijando las adheridascon fijador de Bouin (71%

y/y desoluciónacuosasaturadade ácidopícrico;24%0v deformol; 5% y/y de ácidoacético),

tiñendoa continuaciónconcristal violeta (5 gIl) (McEldowneyy Fletcher,1986 a), y contando

al microscopio.Conociendoel diámetrodel campodel microscopioy el diámetrode la placa

Petri,es posiblecalcularel númerototal de bacteriasquese hanadheridoa la placa.Porotra

parteseestimael númerodebacteriasquepermanecenen lasolución,porel métododerecuento

en placa,expresándoselos resultadoscomoporcentajede célulasadheridas.
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2.4. METODOSFISICO-QUIMICOS

2.4.1. pH

El pH sedeterndnaen el laboratorio,procurandoqueel tiempotranscurridoentrela toma

demuestrasy lamediciónseael mínimo posible.Ennuestrocasofue siempreinferior a6 horas.

Se empleaun pHmetro DIGIT 501 marca CRISON, con compensadorde temperaturay

calibrador.

2.4.2. CONCENTRACIONDE ION AMONIO

Parala valoración del ión amonio seutiliza el método colorimétricode Nessler,cuyo

fundamentoesla formacióndeun complejoamarillo-pardo-rojizode I(NH2)Hg queseobtiene

cuandosemezclael reactivo de Nessler(I2Hg 21K) con la muestraque contieneión amonio.

La intensidaddecolor, funcióndelamoniopresente,sedeterminapor colorimetríaa 415 mn(de

la Rubia, 1980).A la muestrasele añadetartrato-sódico-potásico(o sal de La Rochelle)para

evitar la precipitaciónde los iones calcio y magnesiopresentesen la muestra(APHA, 1989).

El resultadose expresaen mg/l.

2.42. CONCENTRACIONDE NITRITOS

El métodocolorimétricoempleadoparala valoracióndenitritos esel dela sulfanilamida.

En estemétodo el compuestodiazoico, formadopor la diazotación,en medio ácido, de la

sulfanilamidaporlos nitritos presentesenel agua,secombinaconla N-(1 -naftil) etilendiamina,

produciendoun complejodecolor rojo púrpuraquese determinacolorimétricamentea 435 nm

(Rodier, 1981). Se expresanlos resultadosen mg/l.

2.4.4.CONCENTRACIONDE NITRATOS

El métodocolorimétricoempleadoparala valoraciónde la concentraciónde nitratos es

el de lareducciónconcadmio.En estemétodoseempleacadmio-cobregranuladoparareducir

los nitratos a nitritos, que sedeterminanmediantela diazotaciónde la sulfanilamida y su

copulacióncon el clorhidrato de N-(1-naftil) etilendiaminapara formar un complejo rojo

púrpura,susceptiblede valoracióncolorimétricaa535 nm (Rodier, 1981). Los resultadosse

expresanen mg/l.
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2.4.5. CONCENTRACTONDE ORTOFOSFATOS

El métodocolorimétricoempleadosefundamentaen la reacciónde los ortofosfatosen

medio ácido conmolibdatoamónicoy tartratode antimonioy potasio,formandoun complejo

de antimonio-fosfo-mollbdato,el cual esreducidopor la acción del ácido ascórbico,dandoun

complejode colorazul,cuyaintensidadesfuncióndela concentracióndeortofosfatospresentes

en la muestra.La lecturase efectúaa 640 tun (Rodier, 1981).Los resultadosse expresanen

mg/l.

2.4.6. CONCENTRACIONDE FOSFOROTOTAL

La concentracióndefósforo total sedeterminasegúnel métodoindicadoporel Centrode

EstudiosHidrográficos (de la Rubia 1980), queconsisteen hervir suavemente50 ml de la

muestradurante30 minutos,con 1 ml de H2S04 11 N y 0,4 g de (NH4)2S05. Despuésde

enfriar, seajustael pH a 7 con NaOH 1 N, se diluye hasta50 ml con aguadestiladay se

valoranen esta mezclalos ortofosfatosexistentessegúnel método explicadoen el apartado

anterior. Los resultadosseexpresanen mg/l.

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

Parala estimaciónde la materiaorgánicapresenteen las muestras,seutillza el método

de la oxidabilidad al permanganato,segúnla técnicarecomendadapor el Centrode Estudios

Hidrográficos(de la Rubia,1980).

Paraello se ponena hervir 100 ml de aguade la muestracon 15 ml de H2S04 1/3.

Cuandocomienzala ebullición seañaden10 ml de KMnO4 N/100 y semantienela mezclaen

ebullición durante 10 minutos exactos.Transcurridoestetiempo, seañaden10 ml de ácido

oxálico N/l00. Posteriormentesevalora con KMnO4 N/l00 hastaobtenerunacoloraciónrosa

pálida. Se anotanlos mililitros de KMnO4 gastadosen la valoración.

Paracalcularla D.Q.O.seaplicala siguientefórmula:

A=[(V+10)xF~10]x0,8 1
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siendo:

A = D.Q.O. expresadacomo miligramosde oxígenopor litro deagua

y = volumende KMnO4 N!100, en mililitros, gastadoen la valoración

F = factorde la soluciónde KMnO4 N/l00
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3. RESULTADOSYDISCUSION



3.1. PERFILES DE TEMPERATURA, OXIGENO DISUELTO Y PORCENTAJEDE

SATURACION DE OXIGENO

Los perfilesdetemperaturay deconcentraciónde oxígenodisueltoen lacolumnade agua

del embalseseencuentranrepresentadosen las figuras 1 a 3, en ellaspodemosobservarquela

estratificaciónseprodujoen el mesde Mayo, permaneciendoen estasituaciónhastael mesde

Noviembre.El máximoespesordel epilimnion aparecióen Octubrecon 16 metrosy el mínimo

en Junio y Julio con 4 y 5 metrosrespectivamente.E] inetalimnionmásgmesoseencontróen

Mayo y Julio con7 y 9 metrosrespectivamentey el menoren Junioy Octubrecon2 y 3 metros

respectivamente.

La concentraciónde oxígenodisuelto fue siemprebastanteelevada,con porcentajesde

saturaciónentreel 50 % y el 114 %. Durantelos mesesen los queel embalseseencontrabaen

circulaciónla concentraciónde oxígenodisueltovariabapocoa lo largode la columnade agua

del embalse,oscilandoenteaproximadamente8 y 10 mg/1, lo querepresentabaun porcentaje

de saturaciónentreel 66 % y el 80 % respectivamente.Naturalmentelas mayoresdiferencias

seencontraronduranteel períodode estratificación.

Se observaunasobresaturaciónepilimnéticaenlos mesesdeJunio,conun tantoporciento

de saturaciónde 102%, y Julio, con un porcentajeentre 101% y 106%, y una situaciónde

saturacióno cercanaaella en los mesesde Mayo, con un 94%,y Octubre,conun 100%,Sin

embargono sedetectaron“blooms” defltoplanctonningunodelos díasderecogidademuestras,

ni visualmenteen el momentode la recogida,ni por la valoración de la concentraciónde

clorofila. La sobresaturaciónpuedehabersidodebidaatormentasprimaveralesy veraniegasque

descargaroncon frecuenciasobrela zona,o tambiénal fuerteaire,habitualdurantegranparte

del alio, queprovocaoleaje,en ocasionesfuerte, y que favorecerlaunaoxigenaciónde la capa

superficial.

Enel mesdeMayoencontramosun incrementobruscodela cantidaddeoxígenodisuelto

enel metalimnion,mientrasqueal messiguientenosencontamosconla situaciónopuesta,con

un mínimo en el comienzode la tennoclina,que podría ser consecuenciadel consumode

oxígenoen la degradaciónde la materiaorgánica(Wetzel. 1983).En Julio vuelvea haberun

aumentode la concentraciónmetalimnéticade oxígeno,llegándosea obtenerporcentajesde

saturaciónde 114%. Respectoal hipolimnion la situaciónno varíamucho con respectoal

período de circulación,siendo las concentracionesde oxígeno disuelto altasdurantetodo el
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estudio.El embalsede “El Atazar”, como ya hemoscitado en la introducción, tiene una

profundidaden cabecerade 141 m, además,debidoa lo escarpadodel terreno,la profundidad

semantieneen gran partedel embalse,lo que le permiteconteneruna cantidadde oxígeno

disueltoelevada,que disminuyepoco a lo largodel estudio,inclusodurantela estratificación

térmica.

Estosresultadossepuedencompararconlos obtenidospor Carballo(1987) enun estudio

realizadoen estemismo embalse,aunqueen aquellaocasiónlas concentracionesde oxígeno

disuelto fueron, en su mayoría, un poco más bajas.Creemosque esto pudo debersea una

agresiónquesufrió el embalseen aquellosahos,debidaal trasvasemasivo de aguade los

embalsesque se encuentranpor encimade “El Atazar’ en la cadenadel Lozoya, todos ellos

eutrdfmcos.Estoprovocóun aumentoen lasconcentracionesde algunosparámetrosestudiados,

tanto físico-químicoscomo microbiológicos, lo que pudo conducira un mayor consumode

oxígeno(Carballo, 1987;Fernández,1985).
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Hg. 1. PERFILES DE TEMPERATURA/OXIGENO DISUELTO
(meses Febrero, Marzo, Mayo y Junio)
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F¡g. 2. PERFILES DE TEMPERATURA/OXIGENO DISUELTO
(meses Julio, SeptIembre, Octubre y NovIembre)
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F¡g. 3. PERFILES DE TEMPERATURA/OXIGENO DISUELTO
(meses Diciembre, Enero, Atril y Julio)

mg/l mg/l

—-ío —a —s —4 —2 0 metros —72
o

2

4

6
a

lo
12

74

16
18

20

22

24

26

28

30
8 8 jO

—lO —8 —6 —4 —2 0

6 8 10

~4 Oxigeno disuelto

nig/l

Ten,peroturo ~+— Oxigeno disuelto

Enero

mg/l

metros —12 —lO —B
o
2

4

6

8

lo
12

14

16

18

20
22

24

28

28

30

metros —12 —10 —8
O

2

4

6

8

lo
72

14

16

IB

20
22

24

26

28

30

—6 —4 —2 0

a ío 12 14 16 IB 20 22 24 26

—4-- Oxígeno disuelto Temperoturo +~ Oxigeno disuelto

metros —12
o

2

4

6

8

lo

12
‘4

16
IB

20

22

24

26

28

30
2

Ternperoturo

Diciembre

0 2

-e

—6 —4 —2 0

0 2 6 8 10 12

T.mperoturo

Abril Julio



3.2. PARÁMETROS MICROBIOLOGICOS

3.2.1. POBLACION BACTERIANA TOTAL Y CELUILAS RESPIRATORIAMENTE

ACTIVAS

- Distribución temporal

Los resultadosde los recuentosdirectospor naranjade acridina(AODC) seencuentran

representadosen las figuras 4 y 5. El númerototal de bacteriasosciló entre7,7 x ío~, en el

metro2 enel mesdeJulio. y 1,4 x í&, en el metro2 enel mesde Abril, encontrándosedurante

la mayor parte del estudio en el orden de 106, lo que está de acuerdocon otros estudios

realizadosen lagos y embalses(Chranowski, 1985; CIxrzanowskiy Hubbard,1988; Zinabu y

Taylor, 1989 a,b). Velascélulasbacterianaseranrespiratoriamenteactivasunamediade0.31%

en los mesesdeinvierno, 0,93%en los de primavera,8,46%en los de veranoy 0,8 1% en los

de otoño. Estos valores se puedencompararcon los de Mali y Remsem(1981)en lagos de

EEUU.Otrosautores(Zimmermana al., 1978)hanobtenidovaloresmayoresperoen aguasde

mar costeras.

Comopodemosobservaren la representaciónde la distribucióntemporaldel númerode

bacteriastotales,existeun marcadodescensoen el mesde Julio, quepuedetenercomo causa

el aumento de la intensidadde la radiación solar y factoresrelacionados,para aumentar

posteriormenteen Septiembrey Octubre.Estos aumentoscoincidentescon el comienzode la

etapade circulaciónhan sido observadostambiénpor Zinabuy Taylor (1989 a), quesugieren

quepuedendebersea unamayordisponibilidadde nutrientesdebidoa la mezclade la columna

de agua.

- Distribuciónespacial

En relaciónaladistribuciónespacial,esdecir,respectoa la profundidad,éstaseencuentra

representadaen las figuras 6 y 7. Podemosadvertirqueno existeunaheterogeneidadvertical,

ya quela densidadbacterianano muestravariacionesimportantescon la profundidad,sólo se

apreciaen algunosmeses(Febrero,Julio y Septiembre)quela concentraciónesalgo menoren

la muestrade superficie.En la épocaestival estopuedeestarocasionadopor la acciónde la

radiaciónsolary su influenciasobreotros factores.Comopodemosobservarno seencuentran

diferenciasquedistinganlaépocadeestratificacióndela decirculación.Aunque,comoveremos
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6. PERFILES DEL RECUENTO TOTAL (AODC)
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Fig. 7. PERFILES DEL RECUENTO
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másadelante,en la distribuciónde otrasvariablessi existeheterogeneidadvertical, la densidad

bacterianatotal no muestrauna variaciónvertical significativa. Esto mismo es observadopor

Zinabuy Taylor en su estudioenel lagoAwassa(1989a).

3.2.2. BACTERIAS HETEROTROFAS

3.2.2.1.Bacteriasheterótrofascon crecimientoa 220C

Los recuentosdebacteriasheterótrofasconcrecimientoa220C sepresentanenlasfiguras

8 a 11. En cadauna de ellas se representala distribución temporal, en cadauna de las

profundidadesestudiadas,de las bacteriasviablesa 220C totalesy aquellasqueseencontraban

adheridasapartículas.Serealizala representacióngráficadel logaritmodecimaldel númerode

unidadesformadorasde coloniaspor mililitro frenteal tiempo.

- Distribución temporal

Los nivelesde bacteriasheterótrofascon crecimientoa 220C oscilaronentre5 x 10’/ml

en el metro seis, en Julio del primer alio y 8,59 x 103/inl, en el metro ocho en el mes de

Diciembre.Los nivelesfueron inferioresa los encontradospor Carballo (1987) y por nosotros,

en un estudio anterior (Fernándeza aL, 1991) en este mismo embalse,y similares a los

publicadospor Zinabu y Taylor (1989a) en el lagoAwassa.Los recuentosde estasmismas

bacterias,adheridasa partículas,seencontraronentre3,6 x 100/nil en el metrocuarentaen el

mes de Noviembrey 2,35 x 103/ml en el metro cuarenta,en el mesde Julio del segundoaño.

La distribucióntemporalmuestrapocasdiferenciasa lo largodel estudio,sólo pequeños

aumentosy disminuciones,sin seguirun modeloclaro.Sólo destacarel descensoenel mes de

Julio del primer alio, queseproduceentodaslas capasy quecoincideen el mismomes en el

que seproducíaun descensoen el recuentototal (AODC). Los recuentosde las bacterias

adheridasno siguenlineasparalelasalos detotales,siendonumerosaslas ocasionesenlas que

seproducenaumentoso disminucionesenlasdensidadesdelasprimerasqueno secorresponden

con variacionesen los recuentosde las segundas.

- Distribuciónespacial

En las figuras 12 y 13 seencuentranrepresentadoslos perfilesde profundidadde estas
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Fig. 8. RECUENTO DE BACTERIAS HETEROTROFAS CON

CRECIMIENTO A 22C, TOTALES Y ADHERIDAS A PARTíCULAS
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Hg. 9. RECUENTO DE BACTERIAS HETEROTROFAS CON
CRECIMIENTO A 22C, TOTALES Y ADHERIDAS A PARTICULAS
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F¡g. 10. RECUENTO DE BACTERIAS HETEROTROFAS CON
CRECIMIENTO A 220C, TOTALES Y ADHERIDAS A PARTíCULAS
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Fig. 11. RECUENTO DE BACTERIAS HETEROTROFAS CON

CRECIMIENTO A 22C, TOTALES Y ADHERIDAS A PARTICULAS
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Fig. 12. PERFILES DE PROFUNDIDAD DE BACTERIAS
HETEROTROFAS <220C> —.
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Hg. 13. PERFILES DE PROFUNDIDAD DE BACTERIAS
—. HETEROTROFAS (22C) —.
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bacterias,tanto del número tota], como de las que se encuentranadheridasa partículas.

Observamosqueno existeunmodelodedistribuciónverticalyaqueparecequela estratificación

térmicano conducea una concentraciónmarcadaen algunade las capas.Tambiénpodemos

observarquela distribucióndel númerototal y del númerode adheridasno estánrelacionadas,

obteniéndoseen los perfiles de prácticamentetodos los meses, dos líneas totalmente

independientes.Sólo resaltarel granaumentodela adhesiónenel metrodosen el mesde Julio

del primer año, quizásdebidoa que las bacteriasadheridasesténmás protegidasfrentea la

radiaciónsolar.En Julio del segundoalio se obtuvola mayor similitud entrelos recuentosde

totalesy adheridas,alcanzándoseel valor másalto en el porcentajede adhesión,comoveremos

másadelante.

3.2.2.2.Bacteriasbeterótrofascon crecimientoa 370C

Los recuentosdebacteriasheterótrofasconcrecimientoa 370Csepresentanen lasfiguras

14 a 17. En cadauna de ellas, igual que en el caso anterior, se representala distribución

temporal,en cadaunade las profundidadesestudiadas,de las bacteriasviablesa 370C totales

y aquellasque se encontrabanadheridasa partículas.Se realizala representacióngráficadel

logaritmodecimaldelnúmerodeunidadesformadorasdecoloniaspormililitro frenteal tiempo.

Distribución temnoral

El númerodeestasbacteriasoscilóentreun mínimo de 1,0 x 10>/ml en Julio del segundo

alio en la muestracorrespondienteal metro 20, y un máximo de 1,71 x 103/ml en el mes de

Septiembreen la muestracorrespondientea la misma profundidad.Los nivelesen este caso

tambiénfueron inferioresa los encontradospor Carballo (1987) y por nosotmsen un estudio

anterior(Fernándeza al., 1991)en estemismo embalse,y similaresa los halladospor Zinabu

y Taylor (1989 a) en el lago Awassa.Los niveles de estasbacteriasque se encontraban

adheridasa partículasestuvieronsituadosentre49 x 1&/ml en la muestracorrespondientea]

metro20del mesdeJulio delsegundoañoy 7,9 x 102/ml enel mesde Septiembreen la misma

profundidad.

La distribucióntemporalenestecasosísigueunapautasimilarentodaslasprofundidades,

ya que es apreciableun descensoque comienzaa producirseen el mes de Mayo, para

permanecerenestasituaciónhastael final del veranoe iniciar unarecuperaciónen Septiembre,

queseproduciráalolargodel otoñoparavolver a descendereninvierno.Estopodríaserdebido
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Hg. 14. RECUENTO DE BACTERIAS HETEROTROFAS CON
CRECIMIENTO A 37~C, TOTALES Y ADHERIDAS A PARTíCULAS
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Hg. 15. RECUENTO DE BACTERIAS HETEROTROFAS CON

CRECIMIENTO A c37C, TOTALES Y ADHERIDAS A PARTICULAS
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Fig. 16. RECUENTO DE BACTERIAS HETEROTROFAS CON

CRECIMIENTO A 370C, TOTALES Y ADHERIDAS A PARTÍCULAS
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Fig. 17. RECUENTO DE BACTERIAS HETEROTROFAS CON

CRECIMIENTO A 370C, TOTALES Y ADHERIDAS A PARTíCULAS
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Fig. 18. PERFILES DE PROFUNDIDAD DE BACTERIAS
HETEROTROFAS (MCC) —~
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Fig. 19. PERFILES DE PROFUNDIDAD DE BACTERIAS
—s HETEROTROFAS (37’C)
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a la menorsupervivenciade las bacteriasalóctonascuandose elevala temperatura(Awong el

aL, 1990) debidoaque, al mismotiempo, aumentala accióntóxica de numerososcompuestos

presentesen el agua y se acelerala autolisis (Granaly Sjogren, 1981). El aumentoque se

produceen otoñopuedeexplicarsepor las razonesanteriormentecitadas,a] haberun descenso

de la temperaturase produceun aumentode la supervivenciade las poblacionesbacterianas

alóctonas.

A diferenciade las bacteriasheterótrofascon crecimientoa 220C, aquílos recuentosde

las bacteriastotalesy adheridasalo largodel tiempo.sí siguenun comportamientomuy similar,

encontrándoselas densidadesbacterianasde ambasmuy próximasa lo largodetodo el estudio

y produciéndoselos aumentosy disminucionesal mismo tiempo. Esto se debe a la gran

tendenciaa la adhesiónencontradaentrelas bacteriaspertenecientesa estegrupo.

- Distribución espacial

En lasfiguras 18 y 19 esténrepresentadoslos perfilesverticalesdeestasbacteriasdurante

todoel periodode estudio.En el perfil correspondienteacadames sereproducenlas gráficas

tantodel númerototal de estasbacteriascomodel númerode las mismasqueseencontraban

adheridasapartículas.No podemosafirmarquesiganun modelodedistribución,porque,como

podemosver en la figura 18, si biendurantela épocade circulación su distribuciónesmás o

menoshomogéneaentodala columnadeaguay alproducirselaestratificaciónexisteunamayor

concentraciónentreel metro 8 y el 10, en la figura 19 existendiferenciassignificativasen las

gráficascorrespondientesa los mesesde Diciembrey Enero,enlos que,apesarde encontrarse

el embalseen circulación,no existeunadistribuciónhomogéneaa lo largo detodala columna

de agua;sin embargosí esposibleobservarqueen Julio vuelve a producirseuna situación

similar ala de la estratificacióndel añoanterior,con un aumentode la concentraciónentrelos

metros 8 y 10.

3.2.2.3.Porcentajede bacteriasheterótrofas adheridas a particulas

En la tabla 1 se puedenobservarlos porcentajesde bacteriasheterótrofasviables con

crecimientoa 220C quese encontrabanadheridasa partículasdurantetodo el estudio. Como

podemosveréstosfueron muy variables,estandocomprendidosentreun mínimo de 1,5%. en

el mes de Noviembreen lamuestradel metro40, y un máximode 88%en el mesde Julio del

primer año a la profundidadde 2 metros; dentro de este amplísimomargen,sin embargo,
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predominanlos valoresbajosen la mayoríade las muestras.El mes en el queobtuvimosun

porcentajede adhesiónmayorfue Julio del segundoaño, conunamediade 39,6%,y enel que

lo obtuvimosmenorfue Noviembre,conunamediade 11,4%.Esto lo podríamosdeducir

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

0 5,3 7,7 72,9 21,5 25,0 4,9 61,9 15,4 9,7 40,7 57,3 58,2

2 6,3 14,3 31,3 3.3 88,0 2,1 41,1 13,2 14,7 10,3 33.3 39,6

4 8,6 18,7 5,0 3,4 58,3 2,3 23,6 24,4 16,6 35,9 34,8 41,2

6 8,3 20,0 76,7 11,4 41,2 23,5 13,6 14,0 30,0 21,8 51,3 39,5

8 8,7 33,3 35.3 2,2 5,9 10,5 52,0 16,1 3,5 22,8 14,3 47,1

10 14,7 7,7 25,9 11,5 27,7 4,7 2,4 2,8 26,6 35,2 11,5 29,8

20 26.1 17,0 26,0 22.2 84 48,6 20,2 4,1 5,5 38,1 8,6 19,7

40 33,3 81,8 15,0 23,8 11,5 46,6 61,8 1,5 6,3 33,8 59,1 41,9

Tabla l~ Porcentajede
panículas,durantetodo

bacteriasbeterótrofascon crecimientoa 220C, quese presentabanadheridasa
el períodode estudio,a las diferentesprofundidadesestudiadas.

igualmentesi observamoslas figuras12 y 13, enlasqueseencuentranrepresentadoslos perfiles

deprofundidadde los recuentosde bacteriastotalesy adheridas;sepuedever queen lagráfica

correspondienteal mesdeNoviembreambaslíneasestánmuy separadasy queen la del mes de

Julio del segundoaño estánmuy próximasunade otra.

En la tabla2 semuestranlos porcentajesde bacteriasheterótrofasviablesa 370C, quese

encontrabanadheridasapartículas.Podemosver queenestecasolos valoresen lamayoríade

las muestrasestuvieroncomprendidosentreun 40% y un 50%.El máximo valor lo obtuvimos

en Abril en la muestracorrespondientea los 20 metrosde profundidad,con un 97,73%,y el

valor mínimo en Enero a los 6 metroscon un valor excepcionalmentebajo. comparadocon

todos los demás,un 9,81%. El mes en el que se alcanzaronlos porcentajesmás altos de

adhesiónfue Octubreconunamediade 71,4%.Si contemplamosla figura 19, podemosver que

en estemeslas lineasquerepresentanlas bacteriastotalesy lasadheridasestánmuypróximas,

lo queindicaquesusrecuentosfueronmuy similares.Los porcentajesmásbajos de adhesión

en estegrupode bacteriasseobtuvieronen el mesde Enero conunamediade 37,8%, aunque

valoresmuy semejantesse alcanzaronen los mesesde Febreroy Marzo con mediasde 39,6%
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y 38,4% respectivamente.

j~jJ Feh Mar May Ion InI Sep Oct Nov Dic Ene Ahr .Ini
0 42,6 38,9 42,5 44,2 55,6 57,2 21,7 749 8705 29,8 79,2 92,5

2 47,9 34,1 40,8 45,9 46,7 60,0 55.9 80,9 80.0 66,0 10,0 58,3

4 45,3 34,3 42,2 35,5 45,5 57,2 74,1 79,1 33,3 34,8 36,1 53,0

6 47,5 35,0 41,3 36,9 50,0 47,8 93,1 51,2 32,4 9,8 30,9 52,5

8 37,5 35,7 439 38,5 52,5 43,7 96.0 49,0 31,7 20,7 24,4 52.7

10 38,0 44,4 44,2 39,2 37,5 47,7 80,3 47,0 23,7 51,6 23,3 52,9

20 32,8 43.8 37,8 49,0 40,6 46,2 89,7 40,9 68,8 43,6 97,7 49,0

40 24,8 41,0 38,5 43,3 35,8 48,5 60,7 42,1 40,8 46,4 79,5 44,5

Tabla2. Porcentajede bacteriasheterótrofascon crecimientoa 370C, que sepiesentabanadheridasa
partículas,durantetodo el períodode estudio,a las diferentesprofundidades.

El porcentajede bacteriasquese encontrabanadheridasa partículases notablemente

superior entre las heterótrofascon crecimientoa 370C, siendo ademássu comportamiento

respectoa la adhesiónmás constante,esdecir,no existengrandessaltosen estosporcentajes,

mientrasqueel porcentajede bacteriasadheridasentrelas heterótrofascon crecimientoa220C

sufregrandesvariaciones,no presentandoun comportamientohomogéneo.Algunos autores

sugierenquelasbacteriasheterótrofasconcrecimientoa220C sonensumayorparteautóctonas,

mientrasquelas decrecimientoa 370C sonpredominantementealóctonas.Estopodríaexplicar

las diferenciasobservadasrespectoa la adhesión,puesto que las bacteriasautóctonasestán

adaptadasa lascondicionesqueimperanenel medioy a lasbajasconcentracionesde nutrientes

existentesen el agua,con lo queno sebeneficiaríansignificativamentedela vida en adhesión

(Hoppe, 1984), no necesitando,por tanto, adherirsea partículas, pudiendo sobrevivir a

concentracionesmuy bajasde principios nutritivos, mientrasquelas alóctonastenderíana la

adhesiónbuscandoun ambientemás rico (Costertony Cheng, 1982; DePlanne: aL, 1990;

Pringle y Fleteher,1983).

84



3.22. BACTERIAS DEL GRUPO COLIFORME, TOTALES Y ADHERIDAS A

PARTíCULAS

3.23.1.Justificación del métodoempleado

Antes de presentary discutir los resultadosobtenidos,creemosde importanciaresaltar

algunos aspectossobreel métodoy los mediosde cultivo utilizadosparallevar a caboestos

recuentos.

Despuésderealizarpruebaspreliminaresconvariosmedios,utilizandotantola técnicade

filtraciónpormembrana(FM) comolade númeromásprobable(NMP), seeligió la primerapor

ser sencilla,precisa,más cuantitativa(Franzblauet aL, 1984; Hsu y Willlams, 1982) ya que

proporcionarecuentosdirectosen lugarde un Indicede probabilidad(McDanielset al., 1987),

y por obtenerconella resultadosdefinitivosmásrápidamentequepor NMP (DoyleetaL, 1984,

LeChevalliere:al0. 1983 a, b; LeChevalliery McPeters,1984).

El medio de elecciónfue el caldom-Endo(BurlingameetaL, 1984; Riveraet aL, 1988;

Shaffer, 1989),seleccionadodespuésdehaberutilizado algunosde los máscomúnmenteusados

(caldolac~sado,agarEjido, agarMcConkey,agarChapman-’ITC,etc.).La elecciónserealizó

por obtenersecon él mayorrecuperacióny unamayorreproductibilidadde los resultados.

Sehapublicadoennumerosasocasionesquebacteriasno coliformespuedeninterferircon

la detecciónde coliformes,tantopor NMP comopor filtración por membrana(Burlingame et

al., 1984; Clark, 1980; Doylea al., 1984; Evansa al., 1981 b). PorNMP sepuedeproducir

enmascaramientodela produccióndegas,porcompeticiónconlos nutrientes(Evanse:al., 1981

b); sobrecrecimientodebacteriasno coliformesmejoradaptadasacrecerenlos mediosdeNMP

que los coliformes dañados(Bissonnettee: al., 1975); formaciónpor partede bacteriasno

coliformesdeproductosantagonistasparael crecimientoo la actividadbioquímicadecoliformes

(Meansy Olson,1981).Por filtraciónsepuedeproducirsupresióndel crecimientoporliberación

de sustanciasantagonistaso por competirpor los nutrientes(Doyle e: aL, 1984; Finch e: al.,

1987;Hsu y Williams, 1982;LeChevalliery McFeters,1985 a, b; McFeterse! aL, 1982)

Nosotrosmismospudimoscomprobarestainhibicióntanto enestetrabajocomoen otros

anteriores(Fernández,1985;Fernándeze:al, 1991),en los queobservamos,además,que esta

interferenciaen la deteccióndecoliformesseproducíaprincipalmentepor bacteriasdel género
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Pseudontonas,especialmentepor P. aeruginosa.Diversos autoreshan citado tambiéna esta

bacteriacomounadelas principalesresponsablesde la inhibición de coliformestantoen NMIP

comoen filtración por membrana(Burlingameetal., 1984;LeChevalliery McFeters,1985 a).

Debido a estainhibiciónde las bacteriascoliformespor partede no coliformesqueestén

creciendoactivamente,es necesarioun procedimientoquereduzcao inhiba el crecimientode

los no coliformes.La incubaciónanaerobiacumpleestosrequerimientosy hasido sugeridacomo

técnicapara mejorar la detecciónde coliformes en aguas superficiales,por filtración por

membrana(LeChevalliere! aL, 1983 a, b). Susimplicidad y bajo costepuedepennitir su uso

en monitorizaciones.

Tambiénhemosencontradoenla bibliografíala aparicióndecoliformes atípicos,queno

producíanbrillo metálico o que eranlactosanegativos:

- sin brillo metálico: Burlingame e! al. (1984) observanque sólo una fracción de

Enterobactercloacaeaisladode aguasnaturalesproducíabrillo metálico.Franzblaue:

al. (1984) citanquedelos aisladosde aguanatural,aproximadamenteel 50%de los que

no producíanbrillo erancoliformes,predominantementeCitrobactery Enterobacter.

- lactosa negativos:granpartede las coloniaslac (-), crecidasen medios de recuento

como m-FC, se identifican como E. coli (Cenci e: aL, 1990; Rycherty Stephenson,

1981). Algunos autoresatribuyen esto a que algunos factoresambientales(como la

temperatura)y/o depresión(residuostóxicos,biocidas,cloro, etc.)puedeninterferir con

la expresióndel operónlactosa,especialmenteen el primer aislamientosobremedios

selectivos(Pengy Hartman,1982; McFeterse! al., 1982).

Por estasrazonesalgunosautoresaconsejanque pararealizar la confirmaciónde las

coloniascrecidasen los mediosde recuento,es másconvenienterealizarlas pruebasde la B -

galactosidasa,o la del ONFO, y la oxidasa(Cencie: aL, 1990; Rycherty Stephenson,1981).

Nosotrostambiénpudimosobservarestomismo,por lo queademásderealizarla confirmación

en caldo lactosado,siempreseefectuabanlas pruebascitadasen el apanado2.3.7.1.

3.2.3.2.Recuentos

Los resultadosobtenidosen los recuentosdel númerototal decoilformestotalesy fecales,

y del númerode los queseencontrabanadheridosapartículas,se encuentranrecogidosen las
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figuras 20 a 23, paralos colifornies totales,y 24 a 27 para los fecales.La representaciónse

realizacomologaritmodel númerodeunidadesformadorasdecolonias(ufc) por LOO mí, frente

al tiempo.

- Distribucióntemporal

El númerode coliformes totales(figuras 20-23) se encontrabadurantela mayoríadel

período de estudio en el ordende íO~ por 100 mí, valoresinferioresa los encontradospor

nosotros(Fernández,1985) en estemismo embalse,y a los encontradospor Bergstein-Beny

Stone(1991)durantela mayor partede su estudioen el lago Kinneret, a los publicadospor

Maul y Block (1983)y a los encontradospor Cheny Hickey (1983),y muchomenoresquelos

detectadosporCenciej aL (1990)y porMcDanielset al. (1987)endistintasaguassuperficiales.

El mínimo seobtuvo en el mesde Junio en la muestrade superficiecon un recuentode 70

ufc/100mi, y un númerode bacteriasadheridasde 25 ufc/lOO mí, y el máximo se alcanzóen

el mesdeOctubreenla muestrade 10 m de profundidad,con un recuentode 1,38 x í04 ufe/ICO

ml paratotalesy 8,20x lt)~/l00 ml paraadheridasapartículas.

La distribución temporal es muy similar a la observadaen las figuras 14 a 17

correspondientesa los recuentosde bacteriasheterótrofasviables a 370C.En estecasola línea

querepresentalos recuentosde bacteriasadheridastambiénsiguela mismadistribuciónque la

de lastotales,estandoambas,en todo momento,muy próximas.

Como podemosobservar,seproduceunadisminuciónen todaslas profundidadesen el

mes de Mayo. Esto podría ser debido, como se ha citado con anterioridad, a la menor

supervivenciade las bacteriasalóctonascuandoaumentala temperatura(Awong e: aL, 1990)

debidoaquetambiénaumentala accióntóxica de numerososcompuestospresentesen el agua

y se acelerala autolisis (Oranai y Sjogren, 1981), ademásde que los efectosdeletéreos

combinadosde la luz y la presenciade microbiota natural son generalmentemayoresa

temperaturasmás altas(Andersonet aL, 1983; Mccambridgey McMeekin, 1979; Rhodesy

Kator, 1988).En algunasprofundidadesel descensocontinúaenel mesdeJunio,especialmente

en la muestracorrespondientea superficie. En los mesesposterioresse observaun ligero

aumento,puestoque, a pesarde quela subidadelas temperaturascontinúa,tambiénaumentan

las descargasurbanasdebidoal aumentode poblaciónenlos pueblosde los alrededoresporel

período vacacional;por lo tanto, aunquela temperaturatengaun efecto negativo sobrela

supervivenciade estaspoblacionesbacterianas,al serel númeroquellega al embalsemucho
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Fig. 20. RECUENTO DE BACTERIAS COLIFORMES TOTALES.
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Fig. 21. RECUENTO DE BACTERIAS COLIFORMES TOTALES.
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Fig. 22. RECUENTO DE BACTERIAS COLIFORMES TOTALES.
NUMERO TOTAL Y NUMERO DE ADHERIDAS A PARTICULAS
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F¡g. 23. RECUENTO DE BACTERIAS COLIFORMES TOTALES
NUMERO TOTAL Y NUMERO DE ADHERIDAS A PARTíCULAS
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mayor, el resultadoes un ligero aumento.En el mes de Octubrese observaun importante

incrementoen todaslas capasdel embalse,quepuedeexplicarsepor lasrazonesanteriormente

citadas,seproduceun aumentodela supervivenciadelaspoblacionesbacterianasalóctonas.En

los mesessiguientessevuelvea producirunadisminuciónen los recuentos,quese mantienen

estableshastaqueal final del estudio,en el último mes,se produceun ligero aumentoquese

podríaexplicarde igual maneraqueel correspondienteal mismo mesdel alio anterior.

El número de coliformes fecales (figuras 24-27) se encontródurantegran parte del

periododeestudioen el ordende 1 o3iioo ml. Estosvaloressoninferioresalos encontradospor

nosotros(Fernández,1985)enestemismoembalse,y a los halladosporotrosautores(Bergstein-

Ben y Stone, 1991; Maul y Block, 1983; Cheny Hickey, 1983; Cenciet al. 1990;McDaniels

et al., 1987).El mínimo seobtuvo, como en el casode los coliformes totales,en el mes de

Junio, aunqueen estecasoen la muestrade 8 metros,con un recuentode 25 ufcjl 00 mí, y un

ndmemde bacteriasadheridasde 17 ufe/iGO mí, y el máximo sealcanzóen el mesde Octubre

en la muestrade 10 m de profundidad, coincidiendoen este caso, tanto el mes como la

profundidad,con los coiformestotales,con un recuentototal de 2,00 x íO~ uIt/lOO ml y un

númerode adheridosa partículasde 1,20 x j~4 uit/lOO ml.

Como podemosobservaren las gráficasde las figuras 24 a 27, la distribucióntemporal

delas bacteriascoliformesfecalesesmuy similar a la delas totalesy sepodríaexplicarporlos

motivos citados anteriormente;en todaslas profundidadesseproduceuna disminuciónen el

mesde Mayo, que,comodijimos anteriormente,podríaserdebidaa la menorsupervivenciade

las bacteriasalóctonascuandoaumentala temperatura.En el mesde Junio observamosqueen

la superficiecontinúaestadisminución.Comoenlos coliformestotales,enlos mesesposteriores

se observaun ligero aumentoque puedeser debidoal incrementode las descargasurbanas

duranteel períodovacacional.En estecasotambiénseobservaun importanteincrementoen el

mes de Octubre en todas las capasdel embalse, que puede explicarsepor las razones

anteriormentecitadas.En los mesessiguientesse vuelvea producir una disminuciónen los

recuentos,quese mantienenestableshastael final del estudio,cuando,en el último mes,en

algunasprofundidades,seproduceun ligero aumentoquesepodríaexplicardeigual maneraque

el correspondienteal mismo mesdel año anterior.

Losrecuentosdecoliformesfecalesadheridosapartículas,comodecíamosenlasbacterias

heterótrofas viables a 370C y en los coliformes totales (figuras 14 a 17 y 20 a 23

respectivamente),siguenexactamentela misma distribución temporalque los de coliformes
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Fig. 24. RECUENTO DE BACTERIAS COLIFORMES FECALES.
NUMERO TOTAL Y NUMERO DE ADHERIDAS A PARTíCULAS
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Fig. 25. RECUENTO DE BACTERIAS COLIFORMES FECALES.
NUMERO TOTAL Y NUMERO DE ADHERIDAS A PARTíCULAS

Iog ufc/100 ml
5

Meses

Thtoks

4 Metros

Feb Mor May Jun Jul Sep Ocf Nov Dic Eno Abr Jul

Meses

T*toWu A4h~r~dn

4

3

2

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

Iog ufo/lOD ml
5

4

3

2

1

o

6 Metros



Fig. 26. RECUENTO DE BACTERIAS COLIFORMES FECALES

NUMERO TOTAL Y NUMERO DE ADHERIDAS A PARTICULAS
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Hg. 27. RECUENTO DE BACTERIAS COLIFORMES FECALES.

NUMERO TOTAL Y NUMERO DE ADHERIDAS A PARTíCULAS
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fecalestotales,encontrándoseambaslíneasmuy próximasdurantetodo el estudio.

- Distribuciónespacial

En las figuras28 a 31 sepresentanlos perfiles deprofundidadde coliformestotales(en

las dosprimeras)y fecales(enlas últimas),haciendotambiénla distinciónentreel númerototal

y el de adheridosa partículas.En amboscasospodemosobservarque durantelos primeros

mesesdel estudio,en los queel embalseseencontrabaen circulación,la distribución deestas

bacterias con respectoa la profundidades prácticamentehomogénea,no encontrándose

diferenciasen las diferentesprofundidadesestudiadas.Sin embargo,cuandose producela

estratificacióndela columnadeaguadel embalse,secomienzana observaralgunasdiferencias

entreprofundidades.Estasseinician en el mesde Mayo, con un aumentode la concentración

tantode coilformestotalescomofecalessegúndescendemoshaciael metro6. Esteperfil, casi

idénticoparacolifonnestotalesy fecales,semantieneen los mesesposteriores,aunquecon un

marcadoaumentotambiénenel metro20, quesemantieneo disminuyeligeramentehaciael 40.

La mayor concentraciónen el metroseispuedeserdebidaaquea estaprofundidadno llega la

acción de la luz del sol y tambiénaqueexistaunamayorconcentraciónde nutrientes,debido

a quemuchasespeciesde fitoplanetonen veranotienensuscondicionesóptimas a unospocos

metros de profundidad,porque la irradiación intensalas dalia considerablemente(Lovelí y

Konopka, 1985 b). En el mes de Noviembre,de nuevo el embalseen circulación, la mayor

concentraciónselocalizóen la muestrade superficie,ya queenestaépocadel año la acciónde

la luz solaresmuchomenory normalmenteen superficieestasbacteriaspuedenencontrarmayor

númerode partículasque les puedenservir comoproteccióno como alimento. En los meses

siguientes,serepite la situaciónde los primerosmesesdel estudio,sin diferenciasentrelas

distintasprofundidades.Con la llegadadel verano, en Julio del segundoalio, se vuelvea la

situacióncomentadaparalos mesesdel veranoanterior.

En las representacionesde los perfiles de profundidadno seobservandiferenciasentre

bacteriastotalesy adheridas,siendolas doslíneasgeneralmenteparalelasen todo su recorrido.

En los mesesen los queel embalseestáen circulaciónla distanciaentrelas líneasesun poco

mayor, aproximándose,hastahacersecasi coincidentesen algunospuntos,cuandoel embalse

estáestratificado.
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Hg. 28. PERFILES DE PROFUNDIDAD DE BACTERIAS
-~ COLIFORMES TOTALES
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Fig. 29. PERFILES DE PROFUNDIDAD DE BACTERIAS
COLIFORMES TOTALES
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Fig. SO. PERFILES DE PROFUNDIDAD DE BACTERIAS
—~ COLIFORMES FECALES
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Fig. 31. PERFILES DE PROFUNDIDAD DE BACTERIAS
COLIFORMES FECALES —
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3.2,3,3,Porcentajede coliformesadheridosa partículas

En la tabla3 se puedenobservarlos porcentajesde bacteriascoliformestotalesque se

encontrabanadheridasapartículasdurantetodoel estudio,entodaslasprofundidadesestudiadas.

Como podemosver éstosestuvieroncomprendidosentreun 40 y un 50%en la mayoríadelas

muestras,llegandoinclusoaun 80%enla muestradesuperficiede Julio delprimeraño.El mes

en que se encontróun porcentajede adhesiónmayor fue en Julio del segundoaño, con una

media de 63,74%; si observamosla figura 29 podremos apreciar en la última gráfica

conrspondientea estemes que las lineasquerepresentanlas bacteriastotales y las adheridas

estánmuy próximas,lo queindicaquesusrecuentosfueronmuy similares.El mes en el quese

obtuvoel porcentajemenorfueSeptiembre,conunamediade28,4%.Respectoa laprofundidad,

los máximos porcentajesde adhesióncorrespondierona las muestrasde superficiey de 20

metros

ni Feb Mar May lun Jal Sep Oct Nov Dic Ene Abr luí

0 40,6 44,9 62,5 35,7 80,0 21,0 51.4 45,7 41,5 42,1 45,4 70,3 48,4

2 42.0 40,0 38,1 42,8 67,3 25,0 45,6 43,8 42,3 44,3 42,7 72,2 45,5

4 39,1 37,5 39,1 30,8 32,7 31,0 41,9 44,9 40,7 41,6 40,6 68,5 40,7

6 42,5 44,2 41,5 45,0 30,6 32,0 46,9 49,7 43,1 40,5 41,9 60,3 43,2

8 44,6 40,8 47,8 60,0 35,5 26,1 40.5 45,8 45,2 44,6 40,2 61,4 44,4

10 40,8 42,8 40,6 61,9 429 19,0 59,4 49,6 41,7 41,8 42,9 60,7 45,3

20 43,9 40,6 43,8 62,2 56,0 58,3 36,5 48,5 44,4 42,3 45,9 59,3 48,3

40 46,5 39,0 39,4 73,5 43,8 15,0 5,2 45,8 47,3 45,9 49,2 57,2 42,3

x 42,5 41,2 44,1 51,5 48,6 28,4 40$ 46,7 43,3 42,9 43,6 63,7

Tabla 3. Porcentajedebacteriascolifonnestotalesquesepresentabanadheridasa partículas,durantetodo
el períodode estudioa las diferentespmfundidadesestudiadas,

conun 48,42%y un 48,47%respectivamente,y los mínimosa las muestrasde 4 metroscon un

40,7%.El haberobtenido uno de los máximosporcentajesde adhesiónen superficiees algo

naturaldebidoaqueen estacapapuedehaberun mayornúmerode partículasdisponiblespara

la adhesióny a quelas bacteriasqueseencuentranadheridasobtienenunamayor protección

tientea factoresadversos(Chengetal, 1981, Fletcher, 1980 1,; White, 1984) entrelos que se

encuentrala luz del sol (Barcinaetal, 1989, 1990;Cornax ej al, 1990;Rhodesy Kator, 1990),

lo que explicaríatambién el haberobtenido el mayor porcentajede adhesiónen Julio del
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segundoaño(media=63,74%).

En la tabla 4 se recogeel tanto por ciento de bacteriascoliformes fecalesque se

encontrabanadheridasapartículasdurantetodo el períodode estudio.Comoen los coliformes

totales, el porcentajeestuvocomprendidoentreun 40%y un 50% durantela mayorpartedel

estudio,llegandoaalcanzarun 86,4%enSeptiembreen la muestrade 6 metros.El mesen que

se obtuvoelporcentajemayor fue Julio del primeraño,conunamediade 64,94%,y en el que

se encontraronlos valores menoresfue Marzo, con una media de 41,73%. Respectoa la

profundidad,los valoresmáximosde adhesiónse alcanzaronen las muestrascoaespondientes

a los 10 metrosconunamediade 59,09%,y los mínimosen los 4 metros,conunamediade

44,78%.

Z Feb Mar Muy lun Jul Sep Oct Nov Dic Ene Abr Jul x

0 50,6 39,1 55,0 60,0 62,5 72,7 57,7 53,2 47,3 43,2 46,3 56,4 53,7

2 41,6 45,5 42,1 51,7 59,0 55,0 52.9 54,1 46,7 45,1 44,2 58,2 49,7

4 47,4 34,5 37,5 39,1 58,1 60,7 21,2 49,6 46,2 44,7 40,8 57,6 44,8

6 53,8 42,9 51,7 43,5 65,6 86,4 30,4 48,5 45,9 45,3 45,2 59,3 51,5

8 69,7 37,7 52,9 68,0 66,6 66,6 54,7 50,4 44,8 46,8 43,6 60,1 55,2

10 68.2 45,4 45,8 73,1 82,6 85,7 60,0 49,7 46,4 42,1 47,8 62,3 59,1

20 63,3 46,4 42,6 66,8 63,2 34,9 49,0 48,5 47,3 43,4 51,1 59,8 51,4

40 38,2 42,3 57,1 65,9 61,9 41,7 50,0 45,3 49,1 41,6 50,4 60,2 50,3

Ii54,1 41,7 48,1 58,5 64,9 63,0 47,0 49,9 46,7 44,0 46,2 59,3

Tabla4. Porcentajedebacteriascolifonnesfecalesquesepresentaronadheridasapartículas,durantetodo

el períodode estudio,alas diferentesprofundidadesestudiadas.

3.2.4.RECUENTODE ESTREPTOCOCOSFECALES

Como podemosobservarenla tabla5, los recuentosde estreptococosfecalesfueronmuy

irregulares,no siendoposibledetectarlosen algunasmuestrasy estandoen las restantesen

número muy bajo. Ya anteriormentenosotros(Fernándezei aL, 1991) observamosen este

mismo embalseque los recuentosde estreptococosfecales eran muy irregulares y bajos.

Pourcherer al. (1991) encuentranque en un porcentajemuy elevado de muestrasde aguas

contaminadascon residualeslos coliformes erantambiénmuchísimomás numerososque los

estreptococosfecales.
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Feb Mar May lun Jul Sep Oct Nov Dic Ene Abr luí

0 0 2 0 0 0 2 0 0 3 1 0 0

2 1 0 0 1 1 0 0 0 1 0 1 1

4 2 2 3 2 2 1 1 1 1 2 3 1

6 2 3 2 1 0 0 3 1 3 0 3 5

8 1 1 3 0 2 1 1 0 1 0 1 1

10 4 4 1 0 1 2 0 4 2 3 4 4

20 1 2 0 2 1 0 1 1 0 1 1 3

40 0 1 0 3 2 0 0 2 0 1 0 2

Tabla 5. Recuentode estreptococosfecales(ufc/l00 ini>.

Se han publicado numerosostrabajoscomparando

coliformes,en cuantoa las diferenciasen su resistenciay

los estreptococosfecalescon los

su supervivencia,y a su idoneidad

cornoindicadoresdela calidadmicrobiológicadel agua;existeunagrandiscrepanciaal respecto.

Mientrasque algunosautoresencuentranquela supervivenciade los estreptococosfecaleses

menor (Lessardy Sieburth,1983) otros autoresopinanlo contrario (Barcinael al., 1990;

Hergstein-Beny Stone,1991; Bissonnetteej al., 1975; McFeterser aL, 1974).Pourcherej al.

(1991)opinanquela resistenciay la supervivenciadependendelas especies,y así,mientrasque

los enterococosresultabansermásresistentesy conunama~vrsupervivenciaqueloscoliformes,

Strepíococcusboviseramuchomenosresistentey su supervivenciaeramuchomenor.Comose

exponeenel apartarlo3.2.5.,la especiepredominanteenel presenteestudiohasido S.bovis,por

lo quecreemosquelos bajose irregularesrecuentosse debenala menorsupervivenciadeesta

especie.

Aunque,dadoel escasonúmerodeestreptococosencontrados,no resultaadecuadohablar

de porcentajede adheridosa partículas,no queremospasarpor alto que una mayoría de las

cepasobtenidasfueron aisladasdel filtro de 3 »m de diámetro de poro en el que, queremos

recordar,quedabanretenidaslas bacteriasque seencontrabanadheridasapartículas.
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3.2.5. IDENTIFICACION DE BACTERIAS

3.2.5.1.Identificacionde coliformes

Con las cepasconfirmadascomo coliformes se realizabala identificación, habiendose

identificado un total de 1024 cepascon los siguientesresultados:

Especie

Cedeceadavisae 2,9

Citrobacrerfreundit 6,0

Cñrobacrersp. 1,4

Enterobacreraerogenes 5,0

Enterobacteragglomerans 3,5

Enterobacteramnigenus 1,9

Enterobacterctoacae 19,4

Enterobacter¿nrermed¿um 6,4

Enterobactersakazakii 3,4

Enterobactersp. 1,8

Escherichiacoli 22,1

Klebsiellapnewnoniae 4,4

Klebsiellaoxytoca 2,6

Kluyverasp. 3,1

Serradaficada 2,3

Serradafonticola 6,7

Serradaplymuthica 5.9

No identificadas 1.1

Tabla6. Identificaciónde las cepasde coliformes aisladas

Porcentajede cepasde cadaespecie.

El espectrode especiesobtenidoes similar al encontradopor otros autores(Cenciet al.,

1990;Riveraetal., 1988).Las cepasaisladasde los recuentosde coliformesfecalespertnecían

en su totalidada las siguientesespecies:C. freundil, Citrobacter sp., E. aerogenes,E. cloacae,
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E. colí, 1<. pneumoniaey K. oxytoca. Esta distribución de especiesestáde acuerdocon lo

publicadopor Leclercy Mossel (1989).

3.252. Identificaciónde estreptococos

Comoyahemosanticipadoenel apartado3.2.4.,unainmensamayoríadelascepasfueron

identificadascomoStreptococcusbovis.

Especie

Sireptococcusbovis 86

EnterococcusfaecaUs 8

Enterococcusdurans 3

Enrerococcusfaecium 2

No identificadas 1

Tabla7. Identificaciónde las cepasde estreptococosaisladas

Porcentajede cepasde cadaespecie

Ya en un trabajoanterior,nosotros(Fernándezer al., 1991) encontramosen estemismo

embalsequela especiepredominanteera S, bovis.

El predominiode estaespecieen El Atazarpensamosquepuedeser debidoa queen la

zonaexisteun métodode ganaderíatradicional,denominado“sesteo”, queconsisteen dejaral

ganadosueltodurantela mayorpartedel año.Como hemosdicho en la introducción,en esta

zonapredominanlos materialesimpermeables,con lo que las aguasde lluvia llegaríanpor

escorrentíasuperficial hastael embalsesin sufrir infiltraciones, y estas aguas de lluvia

arrastraríanmaterial fecal de todo el ganadode la zona,en el quela especiepredominantees

& bovis. Estos resultadossugierenque la identificación de los estreptococosfecales y

enterococos,de un habitatacuático,puedeproporcionarunainformación muy útil sobreel

posibleorigende la contaminación,ya quemientrasqueEnterococcusfaecalispredominaen

lasheceshumanasy de pollos,£ bovises típicade hecesbovinasy en menormedidatambién

de cerdo(Pourcberet al., 1991).
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3.2.6.ENSAYOSDE ADMESION IN VITRO

Debido a la naturalezavariablede las superficiesbiológicasalgunos investigadoreshan

usadosuperficiessólidasde vidrio o poliestirenoparaestudiarla adhesiónbacterianaya que

estosmaterialesproporcionansuperficiesmás establesy mejor definidas.Las fimbrias tipo 1

purificadasse adhierenpor sus extremosa partículasde látex de poliestirenoy por esoel

poliestirenopareceserun material altamenteadecuadoparacuantificarla adhesiónbacteriana

mediadapor estetipo de apéndices(Harber et aL, 1983).

Con larealizaciónde estosensayossehapretendidocomprobarsi existíandiferenciasen

la capacidadde adhesióndelasdistintascepasestudiadas,segúnhubieransido aisladasdel filtro

de 3 pm dediámetrodeporo (dondequedanretenidaslas bacteriasadheridasapartículas)o del

filtrado obtenidocon estemismofiltro (dondese encuentranlas bacteriaslibres de la muestra

deagua).Paraabreviar,y conel fin de agilizarla explicación,a lasprimeraslas denominaremos

cepasadheridasy a las segundascepaslibres.

Como secitabaen el apartado2.3.7., los ensayosserealizaroncon diversascepastanto

de coliformes comode estreptococos,quecomprendíantodaslas especiesidentificadas.

En ningún caso se encontrarondiferencias importantesentre la adhesiónde cepas

adheridasy la decepaslibres.Estoquieredecirqueno significaquelascepasqueseencuentran

libres en el momentodellevar acaboel análisisdela muestra,tenganunamenorcapacidadde

adhesión,sino que las bacteriasadheridaspuedenpresentarseen algúnmomentolibres, como

estrategiadesupervivencia,debidoaquetienenlacapacidaddedesadherirsecuandola situación

esdesfavorable(cuandodisminuyenlos nutrientes,cuandoaumentala concentraciónbacteriana

sobrela superficiede adhesión,etc.)(Marshall,1980; Marshallet aL, 1971).

Pedrós-Aliéy Brock (1983)indicanquemuchasbacteriasquese encuentranlibres en el

planctontienenglicoeállx, formadopor fibrillas depolisacáridosestrechamenteempaquetadas,

lo que sugiereque unapartesustancialde la poblaciónlibre podríapotencialmentevolverse

adherida(Costertony (leesey,1979 a; Eletchery Floodgale, 1976; Paerí y Merkel, 1982).

Tampocoseobservarondiferenciasentrelas distintascepasutilizadas.

Todaslas cepas,tanto de coliformescomode estreptococosestudiadas,presentaronuna

tendenciaala adhesiónelevada,obteniéndoseentodoslos casosunosrecuentosmuchomayores
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sobrela superficiequeen solución,unavez transcurridoel tiempodejadoparala adhesión.

Grupobacteriano

ColiformesUbres 67

Coilformesadheridos 69

Estreptococoslibres 58

Estreptococosadheridos 57

Tabla 8. Porcentajede adhesiónin ‘t’itro delos

gruposbacterianosestudiados

3.3. RESULTADOS FISICO-OUIMICOS

3.3.1. pH

En la tabla6 se presentanlos resultadosde pH durantetodo el períodode estudio,en

todaslas profundidadesestudiadas

Z Feb Mar May Jun liii Sep Oct Nov Dic Ene Abr luí
0 7,6 7,6 7,3 6,9 6,8 6,1 6,0 6,5 6,4 6,6 7,5 7,2

2 7,5 7,4 7,2 6,9 6,9 6,2 5,9 6,5 6,4 6,5 7~4 7,1

4 7,5 7,5 7,2 6,8 6,7 6,3 6,3 6,5 6,5 5,7 7,4 7,1

6 7,5 7,6 7,2 6,8 6,9 6,4 6,5 6,6 6,9 5,8 7,4 7,0

8 7,4 7,4 7,1 6,8 6,9 6,3 6,5 6,6 7,0 5,9 7,3 7,1

lO 7,4 7,5 7,1 6,7 7,1 6,5 6,5 6,7 7,0 5,9 7,4 7,1

20 7,2 7,4 7,1 6,7 7,2 6,5 6,6 6,6 6,3 6,0 7,4 7,2

40 7,2 7,3 6,9 6.8 6,9 6,6 6,3 6,6 6,2 6,1 7,4 7,1

Tabla9. Valoresde pH, durantetodo elperíododeestudio,alas diferentesprofundidadesestudiadas.

Los valoresde pH seencontraronentreun mínimode 5,7 en febrerodel segundoañoen

la muestracorrespondienteal metrocuatro,y un máximode 7,6 en superficieenlos mesesde

Febrero y Marzo y en la muestradel metro seis, también del mes de Marzo. Todaslas
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profundidadesestudiadastuvieronvaloresdepH semejantesdurantetodoel estudio,sin mostrar

grandesvariaciones,ni temporalesni espaciales.

Los valoressoninferioresa los obtenidosen estemismo embalseen trabajosanteriores.

(Fernández,1985; Carballo,1987) en los queel pH osciló generalmenteentre8 y 8,8.

3.3.2.CONCENTRACION DE ION AMONIO

- Distribucióntemporal

Las concentracionesde ion amonio seencuentranrepresentadasen las figuras 32 y 33.

Comopodemosobservarenlas mismas,no fueposibledetectarloenel primery último mesdel

estudio en ningunade las profundidadesni en el mes de Mayo en las muestrasde superficie,

dosy cuatrometros.El aumentodetectadoen Octubrepuedeobservarseentodaslas muestras

aunqueesmenoren la de cuatrometrosde profundidad.El valor máximoobtenidoes de 0,95

mg/l en el mes de Octubreen superficie.

Los valoresobtenidossonsimilaits a los encontradosporZinabuy Taylor(1989 a) enel

lago Awassa,algo superioresa los encontradospornosotros,con anterioridad,en este mismo

embalse(Fernández,1985),einferioresa los encontradosporCarballo(1987),tambiéneneste

embalse,con concentracionesde 2,5 mg/l en algunasde las muestrasy valoresentre 1.5 y 2

mg/l durantevariosmeses.Comohemoscitadoanteriormente,el haberobtenidoporcentajesde

saturacióndeoxígenosuperioresa los detectadosen aquelestudio,puedehaberinfluido en que

hayaunamenorconcentraciónde compuestosde nitrógenomásreducidosen favor de los más

oxidados.

La distribucióndel ion amonioesaltamentevariableen los lagos y embalsesy depende

de muchos factores(Wetzel, 1983). En ocasionesse puedenproducir aumentosbruscosy

transitorios, producto del inmediato ataquemicrobiano a poblacionesfitoplanclónicasque

proliferenen esemomento.Pensamosqueéstepudo serel motivo del aumentorepentinoque

seobservóenla mayoríadelas muestrasenel mesde Octubre,yaqueenel mismomes, como

veremosmás adelante,seproduceuna disminución de la concentraciónde ortofosfatosque

podríahabersidodebidaa su absorciónpor partedel fitoplancton.Es de destacarqueen este

mes se producenligeros aumentosen el recuentototal (AODC) en algunasprofundidadese

incrementosalgo másimportantesen los recuentosde coliformestotalesy fecales.
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- Distribuciónespacial

No se observauna variación con la profundidad,obteniéndoseunos valores bastante

homogéneosentodala columnade agua.Otrosautores(Zinabuy Taylor, 1989 a) obtenían,sin

embargo,durante todo su estudio diferencias marcadasentre epilimnion e hipolimnion,

correspondiendolas mayoresconcentracionesa la capamás profunda. Estasdiferenciascon

nuestrosdatosson debidasa que, en su estudio, las concentracionesde oxígenodisuelto en

profundidaderanbajas,disminuyendomarcadamentedurantela estratificación,momentoenque

obteníanlos valoresmáximosde ion amonio. Y como ya hemos citado con anterioridad,las

concentracionesde oxígenodisueltoen el embalsede El Atazarfueron elevadasdurantetodo

el estudioy a todaslas profundidades.
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3.33.CONCENTRACION DE NITRITOS

- Distribución temporal

Lasconcentracionesde nitritos obtenidasseencuentranrecogidasenlas figuras 34 y 35.

Como podemosobservarlos valores obtenidos son bajos, aunquesimilares, y en algunas

muestrasalgo más altos que los obtenidos por Carballo (1987) en este mismo embalse.

EstuvieroncomprendidosentreO y 0,47 mgfl.

La distribucióntemporalesirregular, con constantesaumentosy disminuciones.No fue

posiblesu detecciónen las muestrasde superficie,2 y 6 metrosdel mesde Marzo. EnEnero

huboun marcadoaumento,reflejadoen las gráficascorrespondientesasuperficie,2, 4, 6 y 8

metros; sin embargoel máximovalor obtenidocorrespondealas muestrasde másprofundidad

(10 y 20 metros)con 0,47 mg/l en el mes de Diciembre.

En el apanadoanteriorveíamosqueseproducíaun aumentode la concentraciónde ion

amonio en el mes de Octubre en todas las profundidadesestudiadas.En este mes, en la

concentraciónde nitritos se produceunaligera disminuciónen todaslas profundidades.Estos

sucesospodrían estar relacionadoscon actividadesde la población bacteriana,bien por

producirseun desplazamientohaciala reduccióna ión amonioo porqueen Octubre,comoya

hemoscitado, se producenaumentosen algunaspoblacionesbacterianas(AODC, en algunas

profundidades,y coliformes totalesy fecales)quepuedensuponerun aumentodelconsumode

nitratos y nitritos. También podemosobservar que en los últimos meses del estudio la

concentracióndeion amonio va disminuyendoprogresivamente,sobretodo en las tresúltimas

profundidades,y en estosmismosmesesse produceun ligero aumentode nitritos.

Los nitritos, al ser compuestosintermediosen el ciclo del nitrógeno,es lógico que

presentenuna mayor variaciónen las concentracionesdetectadas.Otros autorescitan estas

irregularidadesque puedenllegar, en ocasiones,a hacerimposible su deteccióna lo largode

todo un año (Zinabuy Taylor, 1989 a).

- Distribución espacial

Con respectoa la profundidadno seobtuvo un modelo de distribución espacial,ya que

en todoslos nivelesse alcanzaronvaloressimilares.
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3.3.4. CONCENTRACION DE NITRATOS

- Distribución temporal

Las concentracionesde nitratos estánrepresentadasen las figuras 36 y 37. Los valores

estuvieroncomprendidosentre 0,13 mg/l, en Marzo en la muestrade 4 m y en Octubreen

superficie,y 6,8 mg/l en Julio delsegundoañoen superficie.Duranteunagranpartedelperiodo

deestudio,concretamentedesdeel mesde Marzo hastael de Diciembre,los valoresobtenidos

fueronbajosy similaresa los encontradosen un trabajoanterior(Carballo,1987>en estemismo

embalse;el restode los meseslaconcentraciónfuemuy superior.Tambiénsonmayoresque¡os

valoresencontradospor Zinabuy Taylor (1989a).

En el primer mes del estudiola concentraciónde nitratos en todaslas profundidades

estudiadasera alta, oscilando entre 2 y 6 mg/l. Sin embargoen Marzo se produjo una

disminución,permaneciendoen estasituaciónhastaDiciembre.Durantetodos estosmeseslas

concentracionesfueronmenoresde 1 mg/l en la mayoríade las muestras,sobrepasandoesta

cantidadúnicamenteen los metros20 y 40 en los mesesde Junio y Septiembre.No es de

extrañarqueduranteestosmesesobtuviéramoslos valoresmás altosen el bipolimnion puesto

que,comoya hemosmencionadoen el apartado3.1.. éstepermanecíamuy oxigenadoincluso

durantela estratificacióntérmica.En Enerose produjoun gran aumentollegandode nuevoa

concentracionesde 4 mg/l. manteniéndoseaproximadamenteen esta situación en todas las

profundidadesa excepciónde la superficie,en la queen los mesessiguientesaumentahasta

llegar al máximovalor obtenidodurantetodo el estudioquefue de 6,8 mgfl en el mesde Julio

del segundoalio.

En los apartadosanterioresresaltábamosqueenel mesdeOctubreseproducíaun aumento

dela concentraciónde ion amonioy unaligera disminucióndela de nitritos. La concentración

de nitratos en Octubretambién es baja, produciéndoseuna ligera disminuciónen todas las

profundidades,que podríamos explicar por las razones anteriormentecitadas. También

señalábamosqueseproducíaunadisminucióndela concentraciónde ion amonio y un aumento

de la de nitritos en los tiltimos mesesdel estudio.Comohemosvisto, duranteestos meses

también se produceel aumento de la concentraciónde nitratos. Este incremento de la

concentracióndenitratospuedehaberinfluida enlos aumentosqueseproducenenlos recuentos

de algunosgruposbacterianos(bacteriasheterótrofasa 220C y coliformes),debidoa la mayor

disponibilidadde nitrógeno.Sin embargo,si comparamoslas gráficasde la figuras 32 a 37,
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correspondientesa las concentracionesde estastres formas nitrogenadas,observamosque sus

dinámicasno son en absolutosimilares.

- Distribución espacial

Encuantoa la distribuciónespacial,lasconcentracionesde nitratossonmuy similaresen

todaslasprofundidadesdurantetodo el períododeestudio,pudiéndoseapreciarqueel perfil de

la gráfica es prácticamenteel mismo en las ocho profundidades,únicamentede Marzo a

Diciembre,mesesenlos quesemantuvieronlas concentracionesensusnivelesmásbajos,éstas

sonsuperioresen las capasmásprofundas.
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3.3.5. CONCENTRACION DE ORTOFOSFATOS

Las concentracionesde ortofosfatosseencuentranrepresentadasen las figuras 38 y 39.

Las concetracionesestuvieroncomprendidasentreO y 0,68, valor queseobtuvo en la muestra

desuperficieenel mesdeSeptiembre.Los valoresobtenidosfueronbajos,siendomuy inferiores

a los encontradospor Carballo(1987)enestemismo embalse,y similaresa los encontradospor

Zinabuy Taylor (1989a).

- Distribución temooral

Como sepuedeapreciaren las figurascitadas,la distribucióntemporales muy irregular,

mostrandocontinuasoscilaciones.Los ortofosfatosno pudieron ser detectadosen el mes de

Mayo en ningunade las muestrasana]izadas,en el mesde Junioen las correspondientesa los

metros2 y 4, enDiciembreen las muestrasde los metros8, 10, 20 y 4<) y en Julio del segundo

alio en ningunade las muestras.Otros autorestambiénhan obtenido valores muy bajos e

irregulares(Zinabuy Taylor, 1989 a).

El no poderdetectarestoscompuestosen algunasde las muestrascorrespondientesa la

primaveray el verano(Mayo, Junio y Julio) sepuedeatribuir a que el fósforo esel principal

elementolimitanteenesteembalse(Carballo,1987)y cuandoestádisponibleesinmediatamente

utilizado (Wetzel, 1983)compitiendoporél fitoplanclony bacterioplancton.En los mesesmás

cálidosy conmáshorasde luz escuandoseproduceun mayordesarrollodel fitoplancton,con

lo cualasimilaríatodo el fosfato disponible.

Como citábamosen los apartadosanterioreses de destacarla disminución de la

concentraciónen el mes de Octubreque coincidecon un aumentode la del ion amonio y que

ya hemosexplicadoen el apartado3.3.2.

- Distribución esuacial

Encuantoala profundidadno podemosreconocerningúnmodelodedistribuciónespacial,

puestoquetodaslasprofundidadessecomportandeunamanerasimilar con continuosaumentos

y disminuciones.
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3.3.6.CONCENTRACION DE FOSFORO TOTAL

Las concentracionesde fósforo total estánrepresentadasen las figuras 40 y 41. Como

podemosobservar,los valoressontambiénen su mayoríabajos.

En ocasionespodemosdetectarsimilitudesentrelas gráficasdeestasfiguras ylasde las

figuras 38 y 39, correspondientesa las concentracionesde ortofosfatos.Al igual que en éstas,

observamosque en Mayo se obtuvieron las menoresconcentracionesde fósforo total, con

valoresmuy próximos a O mg/l en todaslas profundidadesestudiadas.Asimismo, tambiénse

produceun descensoacusadoen el mesde Julio del segundoalio, volviendoa estarpróximaa

O mg/lía concentraciónde fósforo total en la muestracorrespondientea la superficie.El valor

máximo seobtuvoen Enero,en la muestradel metrodos,alcanzandounaconcentraciónde 2

mg/l. El aumentoen estemestambiénsepuedeobservaren las muestrasde los metros8, 10,

20 y 40.
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3U3.7. DEMANDA QUIMICA DE OXIGENO (D.Q.O.)

Los valoresde D.Q.O.seencuentranrepresentadosenlas figuras42 y 43. Como sepuede

observaren ellas, éstos estuvieroncomprendidosentre 4 y 7 mg O~/l. Estos valores son

superioresa los encontradospor Carballo(1987)en estemismoembalse,quienobtuvovalores

durantela mayorpartede su estudioalrededorde 2 mg 0~Il.

- Distribución

El máximoseobtuvoenel mesde Marzo,en la muestracorrespondienteal metro 10, con

un valor de 6,9 mg OA. El mínimo se encontróen las muestrasde los metros4,10, 20 y 40

del mesde Abril, convalorespróximos a los 4 mg 02/1.

La distribucióntemporalesbastantehomogéneaala largode todo el períodode estudio,

no observándoseaumentosni disminucionesacusadosen la mayoríadelas muestras.

En cuantoa la distribuciónespacialtampocopodemosobservarunamayorlocalización

de la materiaorgánicaen algunade las capas.

A pesarde quela concentraciónde materiaorgánicapuedeinfluir notablementeen la

concentraciónde las poblacionesmicrobianas(Fry y Zia, 1982) en estecasono encontramos

relacionesentrelasvariacionesen los valoresde DQO y los recuentosbacterianos.Quizásesto

seadebidoa que los valoresobtenidossonbajosy las variacionespequeñas.
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4. CONCLUSIONES



-Los recuentosde bacteriastotalesen el embalsede El Atazarseencontrarondurante

el periodo de estudio en el orden 10 6/ml, con porcentajes de células

respiratoriamenteactivasmuy bajosdurantegran partedel estudio,exceptoen los

mesesde verano.

-La distribucióntemporalesmáshomogéneaen las bacteriasautóctonasque en las

alóctonas.Por otra parte la de las bacteriascoliformes es semejantea la de las

bacteriasheterótrofasa 37<’C.

-Los recuentosdecoliformeshansidomuchomayoresquelos deestreptococos,que

no pudieronserdetectadosen numerosasmuestras.Se recomiendael métodode

filtración por membranacon incubación anaerobiapara el recuentode bacterias

coliformesen ambientesacuáticosnaturales,ante la interferenciade bacteriasde

otrosgruposque dificultan su detección.

-Las especiespredominantesentre las bacteriascoliformeshan sido Enterobacter

cloacaey Escherichiacotí, mientrasquela especiedominanteen los estreptococos

esSteptococcusbovis, lo queconduceala obtenciónderecuentosmuybajosdebido

a su menorsupervivenciaen agua.

-Losporcentajesde adhesionhansido mayoresentrelas bacteriasqueseconsideran

alóctonasqueentrelas consideradasautóctonas.Lasbacteriasdel grupocoliforme

presentanuna alta tendenciaala adhesión,obteniendoseporcentajesalrededordel

50% en la mayoríade las muestrasestudiadas.Estaalta tendenciaa la adhesión

tambiénseobservóenlos estreptococosa pesarde la irregularidadde susrecuentos.

-La adhesiónitt virro, tanto de las cepasde coliformes como de estreptococos

aisladasde las muestrasdel embalse,ha sido elevadaen todos los casos,sin

diferenciasentre las distintas cepas de bacteriasque se encontrabanlibres y

adheridasenel embalse.

-La gran tendenciaala adhesiónde los coliformespodríasuponerunaestrategiade

supervivenciaen mediosacuáticosde estasbacteriasque han sido consideradas

tradicionalmenteindicadorasde contaminaciónfecal.
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