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RESUMEN

Entre las corrientes fluviales de agua dulce deafstal de nuestro pais, el Aimendares constitayegel mayor
importancia debido a las diversas actividadesadeliales depende parte de la poblacion de la miser@acion,
alimentacion, suministro de agua, industria. Esgilar que evaluar distintos parametros de calidadjo son las
concentraciones de nutrientes inorganicos y laacéarteria total, nos permitira tener una valoradél dafio
ecoldgico al cual se encuentra sometido dichonddycto a, entre otros factores, a la actividadépitda. En el rio
Almendares, y afluentes, se obtuvieron concentnasiale: nitratos, nitritos, amonio, fosfatos y baat totales,
superiores a las recomendadas para aguas cormrrditresitivos. Las pérdidas de viabilidad-cultivalaiti bacterina
fueron comprobadas de hasta un 85% del total diefi cultivables mesdfilas. Se demostrd el gretercbro
ambiental del rio Almendares principalmente poregtimiento de desechos domésticos e industriales.

Palabras clave Rio contaminado, nutrientes inorganicos, bactesidtivables viables.

INTRODUCCION

Los problemas de contaminacion de las aguas
tienen su origen en la Revolucién Industrial, hace
aproximadamente unos 200 afios y con un rapido
aumento en la poblacion mundial, impulsando a la
apariciéon de problemas tanto de calidad como de
cantidad de esta sustancia tan importante pariada v
en el planeta, esto ha traido consigo problemds-eco
gicos que han repercutido negativamente tantolpara
salud humana vy la existencia en el planeta déb res
de los seres vivos, como para el equilibrio de los
ciclos biogeoquimicos de los elementos (Roane y
Pepper, 2000).

La Ciudad de La Habana, capital de todos los
cubanos, no estd ajena a los problemas de muchas
megaldpolis modernas y sus afluentes superficiales
de agua estan también afectadas por la contamina-

cion, siendo la de mayor importancia la cuenca
Almendares-Vento, de la cual se obtiene alrededor
del 47% del agua que consume la poblacién de la
capital; pero ademas las aguas del rio Almendares y
sus tributarios, son utilizadas en la agricultue,
pesca, la industria y la recreacion (CENHICA, 2003)
Actualmente este ecosistema acuatico presenta
condiciones higiénico-sanitarias criticas como eens
cuencia de las descargas de aguas residuales,sde ma
de 80 fuentes contaminantes bien caracterizadas e
identificadas, provenientes del sector industyial
urbano, sin tratamiento o ineficientemente tratadas
zonas criticas de erosion del suelo, inadecuado
manejo de las cuencas y deforestacion (CENHICA,
2003), condiciones fundamentadas por estudios
anteriores donde se han obtenido concentraciones
elevadas de contaminantes quimicos (compuestos
organicos, nutrientes y metales pesados) (Rodriguez
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et al 2006);asi como de bacterias fees (Heidrich
et. al.,2009).

En los ultimos afios la comunidad cientifica
puesto mucho interés en el estudio de las ir-
ciones entre los contaminantes quimicos y
microorganismos, pues por las propiedades selsc
que tienen estos pueden red la diversidad
microbiana e inhibir procesos importantes del ¢
de los elementos en los cuales los microorganis
juegan un papel fundamental, trayendo con
cambios en la estructura de las comunida
disminucién de la concentracion de microorsmos
y afectaciones en su fisiologia.

Teniendo en cuenta lo anteriormente plante
nos propusimos como objetivo, analizar la c-
lacién entre las concentraciones de nutrientes-
ganicos y los recuentos de bacterias totales pees
en dicho ecosistema.

MATERIAL Y METODOS

Se realizé6 un estudio experimental de c
longitudinal, donde fueron seleccionadas 9 estasi
de muestreo: 6 puntos en el rio Almendares y ine
sus afluentes, en las cuales se realizaron 21 raos
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en cada una da$ estaciones, 18 entre junio de 2
y febrero de 2006, y tres colectas durante el gdel
de octubre del 2006 a abril del 2009. La localiza
realizadas por GeBeosicionamiento Espacial (GF
de las estaciones de muestreo de cada ecosiste
muestra en la Figura 1.

Las muestras fueron tomadas (1000 mL) en
una de las estaciones anteriormente citadas stea
unos 4 6 5 m de la orilla de arrastre utilizandc
cubo de plastico cilindrico, segin las Normas (-
nas (1999). Las muestras fuertrasladadas en una
caja de refrigeracion para su posterior procesam
en el laboratorio.

En el laboratorio se procedié a realizar la f-
cion al vacio, con una bomba KNF Neuberger
150 mL de cada muestra transportada utilize
filtros de acetatale celulosa Sartorius de diametro
poro de 0.45 um previamente desecados°C. Se
reservaron 10 mL de cada filtrado en cuatro tt
Corning diferentes, uno para cada nutriente (nifi
nitrito, amonio y fosfato), en refrigeracién pai@
posterior cantificacion de los mismos (Normas -
banas, 1999; APHA, 200!

Ademas, se procesaron 10 de muestra sin
filtrar con 200uL de formaldhido para el posterior

conteo de bacterias p
epifluorescencia; a obser-
vacion de las muestras
realiz6 en el microscopio ¢
fluorescenciaOlympus BX40
utilizando la lente de aumen
100x para aceite demersion.
Se contaron las células de
campos visuales por muestri
los resultados se expresal
en ndmero de células/100 r
de muestra (Peduzzi vy
Schiemer, 2004
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Figura 1. Localizacion de las estaciones de muestreo em élinmendares

afluentes segun el Sistema de Posicionamiento @acies (GPS

Estaciones Para el conteo de barias
Nombre | Simbolo totales cultivable-viables me-
Puente . de sofilas, se realizron diluciones
|| Hiemno A seriadas a las muestras c+
o Puente tadas en solucion salina ((
Almerdares | B %) y se sembraron 2@ de la
I Puente de muestra por diseminacion c
Piedra C espatula de Drigalsky en -
I Morcaze D cas de 9x10 mm con Agar
| Puentes Nutriente (Sigma), realizi-
| Grardes E dose 3 réplicas en cada ci
Santyn F
Elevados 100 Andlisis estadistico de los
yBoyeros G resultados
Pailz H
Rin Crisal | Se realizaron analisis |

correlacién entre las conc
traciones medias de nutrien
y los conteos de bacteri
totales a través del célculo ¢
Coeficiente de Correcion de
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Spearman (R), en ambo:
casos para un 95% de Células
confianza. Totales NOy NO, NH," PO*

Ademas se realizd un Estaciones | (cell/100mL) | (10mg/L)* | (1.0mg/L)* (0.5mg/L)* | (0.1mg/L)*
andlisis multivariado de [A 1,57E+08 1,61 12,5 4,43 1,83
componentes  principales |g 7,58E+08 1,44 13,52 5,19 1,57

<

(ACP) para precisar las I 121E+09 | 1,67 4,63 4,80 1,52
variaciones que experi-
ciones de nutrientes (nitrato |E 4,46E+08 1,06 5,09 5,21 1,38
”'”:to- df’f‘"t‘_otr”o yth_SfatOS)d F 1,82E+09 | 1,65 8,83 4,78 1,40
en las distintas estaciones
muestreo en interaccién col G 1,30E+09 1,05 2,50 570 164
los valores medios de bacte |H 1,62E+10 121 5,05 10,32 3,75
rias totales cuantificadas || 4,22E+08 1,72 1,28 1,54 0,49
tanto por epifluorescencis Coeficiente R -0,32 -0,24 0,85 0,90

como de viables cultivables
mesofilos, para lo cual se tu
VO en cuenta el criterio de
Kaiser en el analisis facto-
rial en la seleccion del ni-
mero de  componentes
principales.

Con el fin de establecel
las diferencias entre las concentraciones totates d
bacterias utilizamos la prueba Post-hoc de Tukey
HSD paramétrica para p<0,05.

El procesamiento de los datos y los analisis esta-
disticos se realizaron mediante el programa Midtoso
Office Excel 2007 Microsoft Corporation y el
programa Statistic&statSoft, Inc. (2006): Statistica
(data analysis software system), version 6.1.

NC (1999)

RESULTADOS

Una de las formas de evaluar la calidad del agua
de un ecosistema acuatico es determinando las
concentraciones de nutrientes inorganicos y de las
carga bacteriana total existente. En los ecosistema
monitoreados las concentraciones, tanto de: nitrato
nitritos, amonio y fosfatos; como los conteos de
bacterias totales por epifluorescencia directa, se
muestran en las Tabla 1.

Estos resultados fueron agrupados y procesados
estadisticamente mediante el test de Correlacion de
Spearman (R), observandose que en el rio Almen-
dares y afluentes, existe una correlacién (p<0,05)
entre el nimero de bacterias totales y las concen-
traciones de amonio y fosfatos, no siendo asi Ipara
restantes nutrientes, lo cual nos sugiere que ds®s
nutrientes juegan un rol fundamental en la dinamica
poblacional bacteriana de dicho ecosistema.

En esta tabla podemos observar ademas que, las
concentraciones de nitritos, amonio y fosfatos son
superiores a los valores maximos permisibles para
aguas recreacionales, los dos primeros son indica-
dores de contaminacion por la presencia de materia
fecal, y el fosfato por vertimiento de detergerdes
rigen doméstico e industrial. Es valido aclarar goe
la Estacién H se vierten desechos de una fébrica de

(*) Estandares de concentraciones maximas permighl@saguas con fines recreativos segun las

Tabla 1. Andlisis de correlacién entre las concentracio¢slds nutrientes y
los conteos de bacterias totales cuantificadagpifiuorescencia directa en los
rios Almendares y afluentes (p<0.05).

medicamentos directamente al agua del rio, y las
estaciones E y F se localizan en areas muy densa-
mente pobladas de la capital.

El andlisis de componentes principales para las
concentraciones de nutrientes y bacterias totaes s
expone en la Figura 2, donde podemos observar que a
partir de este estudio se obtuvo una explicacion me
dia con una varianza acumulada aproximada de
93.97% a través de dos componentes principales.
Aquellos componentes que explican el 6.07% de la
varianza se han desechado, asimismo es importante
recordar que las varianzas acumuladas con un por-
centaje igual o superior al 90% se consideran acep-
tables para que sean definidas como componentes
principales (Johnson y Wicher©992; Polo, 2000).

En nuestro estudio este valor fue superior, paiotan
la seleccion de los componentes principales fue
correcta.

Del andlisis grafico se puede inferir también que
existe una asociacion entre las concentraciones de
nitritos, amonio y fosfatos, y que al parecer ng ha
relacién directa alguna entre estos nutrientes y el
contenido de nitratos en el agua del rio Almendgres
sus afluentes.

Sin embargo era de esperar que las concentra-
ciones de nitratos y, nitritos y amonio, tuvieratv
tores de sentidos contrarios, lo cual indica que su
relacion es inversa, o sea que los nitritos y edrdam
pueden estar formandose a expensas de los nitratos
por procesos de desnitrificacion y o amonificacion,
que solo puede ser llevado a cabo por bacterias.
Ademas por la estrecha cercania entre los vectores
que caracterizan a las concentraciones de amonio y
fosfatos, con los de las concentraciones bacteriana
nos corrobora la estrecha dependencia de estos
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B Conteo de células totales por
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la estacion Rio Cristal, sin em-
bargo entre la mayoria de las es-
taciones no se observaron dife-
rencias significativas entre las
concentraciones bacterianas
(p<0.05) segun la prueba Post-
hoc de Tukey HSD; pero si entre
los conteos por epifluorescencia y
de bacterias viables mesdfilas.

En esta investigacion, a partir
de las muestras obtenidas en el
rio Almendares y sus afluentes,
pudo recuperarse en cultivo Agar
nutriente entre el 15% y el 61%
de las bacterias totales cuanti-
ficadas por epifluorescencia
directa en las distintas estaciones
(Figura 4).

Es cierto que estas determi-
naciones fueron puntuales, pero
nos da una idea del dafio

Figura 2. Biplot del analisis de componentes principales de |3§col(’)gico que esta sufriendo esta
concentraciones de nutrientes en muestras de dglario Almendares y importante corriente fluvial y sus

afluentes. (N@= nitratos, N@= nitritos, NH,"= amonio, P@’'= fosfatos).

nutrientes en el nimero total de bacterias preseme

el rio.

Al analizar la relacién que existe entre los puntos
de muestreo, respecto al par de componentes
principales CP-1 y CP-2, podemos clasificar a los
puntos de muestreo en tres grupos:

Primer grupo:Representado por el agua obtenida del
punto | (rio Cristal). Las muestras de esta zoha de
area de estudio tienen concentraciones minimas
de los nutrientes monitoreados y de bacterias
totales.

Segundo grupoRepresentado por las estaciones de
muestreo A, B y G (Puente de Hierrc
Puente Almendares y Elevados de 10C
Boyeros, respectivamente), se caracter
por presentar concentraciones medias
estos nutrientes y de bacterias totales.

Tercer grupo:Se agrupan los puntos C, C
E, F y H, lo cual evidencia que la
muestras obtenidas en estas estacio
son las que tienen maxima
concentraciones de los nutriente

1006409 |
1,00E+06 | 7]

1,00E+03 - |-

afluentes, debido al caracter
selectivo que imprimen los
nutrientes inorganicos sobre la
microbiota del agua de dicho ecosistema acuatico.

DISCUSION
rio

Como se ha podido evidenciar, en el

Almendares y afluentes, existe balance hacia las
formas reducidas del nitrégeno, avalado por lasalt
concentraciones de nitritos y amonio, asi como las
bajas concentraciones de nitratos, lo cual coincide
con el déficit de oxigeno disuelto existente en las
aguas de estos dos ecosistemas (Rodrigtieal,
2006).

estudiados y de bacterias totales; ¢  100ew00
como la contribucién de los afluentes a A
contaminacién de rio Almendares.

En ambos métodos de cuantificacion ¢

B @ D
0 Cell/100mL

bacterias totales se obtuvo el mayor cont Figura 3:- Conteos de bacterias totales por epifluorescencia

de bacterias en el afluente “Paila” (Figura &
estacion con un alto contenido d
contaminantes quimicos, segun lo reporta
por Rodriguezt. al. (2008); y el menor, en

afluentes.

directa con DAPI (color verde con puntos negrod)agterias
totales cultivables mesdfilas (color beige) eri@lAimendares y

Las letras no comunes indican diferencia

significativas (p<0.05) segun la prueba Post-ho@ aeey HSD.

Las barras representan la desviacién estandarrdeda.
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30%

G 31%

69%

Bacterias viables cultivables mesoéfilas

[ Bacterias no cultivables

Figura 4. Porcentajes de recuperacion de bacterias viablkivaties meséfilas en el rio Almendares y
afluentes. Las letras indican las estaciones destmagecorrespondientes.

Estas condiciones inducen a la utilizacién del
nitrato como aceptor final de electrones por pdee
algunos microorganismos, ocurriendo entonces su
reduccidon desasimilativa, proceso que puede ser
llevado a cabo por especies bacterianas de ldidami
Enterobacteriaceaeomo Escherichia coliy Entero-
bacter spp Este consumo de compuestos nitrogena-
dos por las bacterigaudiera tener profundos efectos
en el flujo de este elemento en la columna de agua
(Atlas y Bartha, 1998; Alleet al, 2009).

La reduccion desasimilativa, a diferencia de la
asimilativa, no se inhibe por altas concentraciaes
amonio (Atlas y Bartha, 1998), y pudiera ser laseau
de la prevalencia de amonio y nitritos sobre rogat
en los ecosistemas acuaticos en estudio.

Estos resultados son comparables con los
obtenidos por Dominguez al (2003), en muestreos
realizados en este mismo rio; asi como por los
resultados obtenidos por Karavoltsisal (2008) en
rios y lagos de algunas regiones de Grecia, donde
encontraron concentraciones medias de nitratos
inferiores a las de amonio y nitrito en rios
contaminados por la actividad antrépica y natusi,
como una alta concentracion de bacterias coliformes
fecales y totales, indice de contaminacién por nizate
fecal y reduccién desasimilativa de nitrato

La principal fuente de nitratos es la agricultura
donde se utilizan como componentes de abonos y
fertilizantes nitrogenados (Rimski-Korsakat al.,
2002; Mufioz et al, 2004), por lo que las
concentraciones de nitratos obtenidas en nuestro
estudio no provienen de estas fuentes pues logsang
de valores estan dentro de los rangos establecidos
para aguas dulces con fines recreativos

La presencia de nitritos en cualquier fuente de
agua es indicador de vertimientos resientes de

materia fecal, aunque su origen puede ser indlstria
también y cabe sefialar que este nutriente se
encuentra en un estado intermedio de oxidacior entr
el amonio y el nitrato. Segun Marties. al, (2008),
valores entre 0.1-0.9 mg/L pueden presentar
problemas de toxicidad dependiendo del pH del
medio, asimismo valores superiores a 1.0 mg/L son
totalmente toxicos y resultan un impedimento péra e
desarrollo de la vida piscicola y el establecinued#

un ecosistema fluvial en buenas condiciones. En
aguas superficiales, bien oxigenadas, los nivetes d
nitritos no suelen superar los 0.1 mg/L.

Las altas concentraciones de fosfatos y com-
puestos nitrogenados presentes en estos ecosistemas
han provocado que, en diversas zonas de los mismos,
exista una sobrepoblacion de plantas acuaticas,
principalmente deEichornia crassipegmalangueta)

y Pistia stratoides(culantrillo de agua), las cuales
consumen gran cantidad de oxigeno disuelto en el
agua, dando caracteristicas de hipoxia al agua,
caracteristica que se hace mas cronica cuando estas
plantas mueren, por la gran cantidad de sélidos en
suspension existente, que se traduce en altas
concentraciones de materia organica (Pearl, 2006;
Torbicket. al.,2008)

Aparejado a esto disminuye también la penetra-
cion de la luz al agua, y como el espacio supaifici
esta ocupado por estas plantas se ve limitado el
crecimiento y presencia del fitoplancton. Por esele
da un estado de desequilibrio ecologico en estos
sistemas acuaticos, con aguas oscuras y maloligntes
aptas para que se desarrollen principalmente agani
mos anaerobios facultativos como son algunas
especies de bacterias mayoritariamente entéricas,
dentro de las cuales hay un grupo representado por
bacterias de la famili&nterbacteriaceaedonde se
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encuentras las bacterias coliformes fecales yestal
importantes indicadores de contaminaciéon microbio-
I6gica de las aguas, y que llegan a los cuerpos d
agua a través de la descarga de materia fecal
proveniente de .los sistemas de desagles sanitarios
(Willey et. al, 2008), de ahi que también existan
altas concentraciones de amonio en las muestras
obtenidas de estos ecosistemas contaminados.

Segun lo planteado por Ts&i al.(1998), cuando
los miembros de un mismo componente principal se
encuentran agrupados su origen es el mismo, por lo
gue con este analisis se comprueba que las fudates
contaminacién por los nutrientes nitritos, amoyio
fosfatos es la misma, en este caso de origen
domeéstico e industrial, y que las presencia datoir
depende de otra fuente, de ahi las bajas
concentraciones existentes de este ultimo en dicho
cuerpo de agua.

Segun reportes de Yagi y Madsen (2009) y Eun-
Young (2010), para la estimacién de la carga
bacteriana en un ecosistema acuatico, los métodos
mas recomendados son el conteo por epifluorescencia
directa y el cultivo en medio sélido, pues se tiene
que comparar los resultados obtenidos por ambas
técnicas de conteo celular y asi medir las pésdida
por viabilidad-cultivabilidad de los miembros de la
comunidades bacterianas presentes en el medio,
indice también de dafio ecolégico cuando estos
valores son elevados.

Otros investigadores han planteado que en aguas
superficiales la cantidad de bacterias va a seraites
si el acuifero estd afectado por las actividades
antropicas y estas provienen principalmente de
contaminantes de origen albafial, como es el caso de
estudios realizados por Sanctetzal. (2003) y Pang
et. al. (2005) se obtuvieron, en aguas superficiales
contaminadas con efluentes de tanques sépticos,
totales de bacterias viables meséfilas superiofe® a
UFC/mL, mientras que Yee y Fein (2002) reportaron
valores en el orden de POUFC/mL también en
aguas superficiales contaminadas, mientras que las
concentraciones de bacterias totales mesofilas
reportadas por Balogun y Fagade (2010) estuvieron
en el orden de POUFC/mL. Resultados similares
fueron obtenidos por Doradet. al. (2007), quienes
cuantificaron concentraciones de bacterias culagb
mesodfilas entre 6.9x£®.7x1¢ UFC/mL en un lago
con un nivel medio de eutrofizacion.

La contaminacién por agentes quimicos en
ecosistemas de agua dulce influye notablementa en |
composicién de la comunidad microbiana que habita
en dichos ecosistemas (Aguilegad al, 2006). Sin
embargo, no existen muchos reportes que aborden la
interaccion entre los componentes abibticos y los
componentes biéticos en los ecosistemas dulceacui-
colas, debido a que gran parte de las especies
bacterianas no son cultivables, y resulta dificil
reproducir las condiciones naturalasvitro para los
estudios fisiolégicos, por lo que se requiere en
muchos de los casos herramientas basadas en

estudios de Biologia Molecular, que si bien son muy
rapidos y sensibles, resultan extremadamente caras
(Feriset. al, 2004; Sanet. al, 2006).

En su mayoria, los contaminantes presentes en el
agua actlan como agentes selectivos para la micro-
biota por lo que promueven la eliminacién de una
gran cantidad de microorganismos, beneficiandose
aquellos que logren adaptarse a las condicionles de
medio (Leeet. al, 2009). Por esta razon, se utilizan
con mayor frecuencia los métodos directos de
enumeracion sobre los métodos de cultivo; sin
embargo, es necesario utilizar los métodos devoulti
cuando se requiere aislar los microorganismos para
su posterior estudio fisiolégico, independienteraent
de que existan pérdidas por estos conceffos-
Younget. al, 2010).

CONCLUSIONES

— Existe una gran carga contaminante por desechos
de origen doméstico, demostrado por las altas
concentraciones de nitritos, amonio y fosfatos
obtenidos.

- La alta carga microbiana del rio Almendares tiene
una relacion directa con las altas concentraciones
de amonio y fosfatos.

— Se evidencia una pérdida en la biodiversidad
bacteriana, pues existen diferencias significativas
entre los conteos de bacterias totales y viables
mesdfilas.
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