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INFLUENCIA DEL HERBIVORISMO
EN EL EFECTO TOXICO DE LA
ATRAZINA SOBRE LAS
COMUNIDADES
MICROBENTONICAS

4.1 Introduccion

Las concentraciones elevadas de atrazina (>108ugueden llegar a causar efectos dramaticos
sobre la fotosintesis, crecimiento, concentracion de clorofila y biomasa de la mayoria de orga
mos fotosintéticos acuéticos (Plumley and Davis, 1980, Broctwady 1984, Kosinski and Merkle,
1984). El efecto de la atrazina a concentraciones mas realistas estd menos claro, algunos est
han detectado efectos a concentraciones bajas (1-1¥) gglire fitoplancton, tras una exposicion
de varias semanas en limnocorrales (Langtext, 1989). Por otra parte, algunos estudios conclu-
yen que una concentracién de 25 figib provoca efectos a corto plazo (Jurgensen and Hoagland
1990) ni tampoco tras una exposicion a largo plazo en canales artificiales ¢byahcth985). La
respuesta de las comunidades depende del tiempo de colonizacién y de las condiciones ambi
les que se han dado durante el crecimiento de la comunidad (@tiakch997). Los efectos de la
atrazina, sobre niveles troficos superiores, también se han descrito (Haglhtb93, Huber,
1993, Solomoret al, 1996), detectando incrementos en la emergencia de insectos tras la adici
de concentraciones realistas de atrazina -5agG&ruessner and Watzin, 1996), o cambios en el
comportamiento de algunos gasteropodos —15p(Rosest al, 1999). Queda claro que todavia

y a pesar de toda la bibliografia sobre el tema es necesario profundizar en los efectos de la atr:
sobre otros niveles troficos (Dewey, 1986).

Silos efectos de la atrazina sobre otros niveles troficos estan todavia por discutir, sucede lo mi
con la interaccioén de la atrazina y los herbivoros sobre el perifiton. En este estudio se prete
demostrar que el herbivorismo modifica la respuesta del perifiton ante la atrazina a concentra
nes que (de modo aislado) no afectan directamente ni al perifiton ni a los herbivoros (Huber, 1¢
Solomonet al, 1996, Rosest al, 1999). Nuestra hipotesis es que debido a la actividad de lo:
herbivoros la comunidad expuesta a la atrazina presentara una mayor afectacion que si se la ¢
ne Unicamente a la atrazina o los herbivoros.

Se parte de una situacion realista, donde al igual que un ecosistema, diferentes niveles trof
interaccionan para producir una respuesta ante un toxico. Se controlaron diversos parametro:
perifiton tras la exposicion al herbivorismo (provocado por el gaster@pogkella acuty a la
atrazinay a ambos. Este tipo de aproximacion nos da una vision de cémo un sistema fluvial so
tido a herbivorismo puede ser afectado por concentraciones realistas de atrazina, contribuyen
realizar predicciones mas robustas sobre el impacto de la atrazina en los sistemas fluviales (Bela
1997).
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, , , . ; Tabla 1.
Pigmentos Atrazina Atrazina+Herbivoro Herbivoros Control Media de las composi-
Carotenoides 33.4(2.3) 31.9 (6.6) 32.2(0.8) 32.8(0.5) go! perition on sor-
P centajes para los tres
Chlorofila-a 57.4 (4.8) 50.8 (6.7) 51.8 (6.5) 56.8 (34) | tamientos (medias
ila- de tres canales), al fi-
Chlorofila-b 0.9 (0.7) 6.3 (5.4) 5.1(5.1) 0.6 (0.2) nal del experimento
Chlorofila-c 2.3 (0.3) 1.9(0.7) 2.2 (0.7) 2.7 (0.4) (dia 18). Los valores
entre paréntesis son las
Chlorofilas degradadas 6 (3.1) 9.3(5.2) 8.6 (2.5) 10.1 (7.9) desviaciones estandar.

4.2. Material y métodos et al, 2000). Esta densidad 6ptima fue definida
como la capaz de mantener un 50% de activi-
Disefio experimentalLos experimentos se lle- dad fotosintética y de biomasa respecto a la si-
varon a cabo utilizando 12 canales artificialeBiacién sin herbivoros. Los gasterdpodos dis-
(descritos con anterioridad), a lo largo de 18 diagsutaron de 48 horas de aclimatacion en los ca-
Un pozo, situado a 50 m. del laboratorio prornales antes de proceder con la adicién de
porcioné el caudal de agua necesario, para mairazina. El disefio final constaba de cuatro tra-
tener una velocidad de 1 crhysuna profundi- tamientos: 1) tres canales CONTROL, 2) tres
dad de entre 1.8 y 2.2 cm. La irradiancia prazanales con ATRAZINA, 3) tres canales con
porcionada por las ldmparas halégenas fue ##ERBIVOROS y 4) tres canales con
140 umol Fot ni s, en la superficie del agua. ATRAZINA+HERBIVOROS. Los tratamientos
El fotoperiodo se programé en 8 horas de luzfyeron distribuidos al azar en los canales.
16 de oscuridad. El fondo de los canales se
recubrid con los dos tipos de cristales vistos haspuimica del agua.La saturacion de oxigeno,
ahora (de 20x10 cm y de 1.2x1.2 cm)temperatura, conductividad y pH fueron contro-
precolonizados durante 2 semanas en un rio prii@dos diariamente en los canales. El fosforo
tino (LAvencd, (Guasclet al, 1997)). Unavez reactivo soluble (SRP), nitrato (N-N nitrito
finalizado el periodo de colonizacion en el rigN-NO,) y amonio (N-NH*) se midieron tres
se dejaron durante 12 dias en los canales, hagtges a lo largo del experimento. La concentra-
que se logré una superficie recubiertaién de atrazina se controlé en cinco ocasiones,
homogéneamente por algas. Los cristales d&nto en los canales control como en los trata-
1.2x1.2 se utilizaron como unidades de muestr@sientos con atrazina. El andlisis de atrazina se
para valorar la incorporacién de carbono (incottevé a cabo mediante el uso EaviroGard
poracion de MCQ,), concentracion de clorofi- Triazine QuantiTube Test KitStrategic
la'y composicién taxonémica. Se realizaron tediagnostics Ing). La concentracion media de
blas de coordenadas aleatorias para seleccioaftazina fue de 14.18+5.93 g [(n=22). La
los cristales que se iban a recogetr. concentracion de atrazina en los canales control
(sila hubo) no llegé nunca a superar el limite de
La solucién de atrazina se realizd a partir déeteccién del test (<0.04 pugL
atrazina en polvo, afiadiendo 0.5 mL de acetona
(para facilitar su disolucién) y sonicando en uhas caracteristicas fisico-quimicas del agua se
litro de agua del pozo. La solucién concentradaantuvieron constantes a lo largo del experi-
se afiadia (inyeccién de 4 mL miide concen- mento. La temperatura del agua se situd en
tracion 5 mg t* de atrazina) con una bomba23+0.5 °C, el pH entre 7.4-7.6, y la
peristaltica en los canales correspondientes. &bnductividad constante en 1900 uS/cm. El agua
flujo era de 80 L horg lo que da una concen-del pozo tenia una concentracion relativamente
tracion de atrazina de 15 pg LLos alta de nitrato (N-NQ=15.5+0.83 mg/L) y
gasterépodos se recolectaron en otro rio proxiaja de fosfatos (P-B& 2.4 + 1.4 ug/L). Lade
mo a L'Avencdé (Congost, NE Espafia) y transitritos (N-NQ,) fue de 0.22+0.07 mg1, mien-
portados al laboratorio en tanques aireados. Loas que la de amonio resulto indetectable (<0.01
gasteropodosStagnicola vulneratKiister), de mg L?).
medidas entre 7 y 9 mm, fueron colocados en
densidades de 118 individuog.9 g de peso Valoracién de efectos biolégicod.a incorpo-
seco nt (20 por canal). La densidad éptima seacion de carbono en los diferentes tratamien-
estimo a partir de experimentos previos (Mufiotos se determiné a partir de 9 cristales seleccio-
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tenidos de SIGMA). Los derivados de clorofilas
(feofitinasay b, clorofilidaay b, y feoférbidos)

se prepararon segun Sartory (Sartory, 1985) y
Leavitt (Leavittet al, 1989). Otros carotenoides,
especificos de grupos algales diferentes, se iden-
tificaron en base al espectro (380-600 nm) de
los picos del cromatégrafo, asi como mediante
comparaciones con coeficientes de extincion y
movilidad publicados (Foppen, 1971, Mantoura
and Llewellyn, 1983, Rowan, 1989). Los resul-
B tados cromatograficos se usaron para estimar los
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R El analisis cuantitativo de la composicion de la
100 4 é comunidad algal se llevo a cabo en los dias 0, 3
= y 18. Se seleccionaron al azar 2 vidrios que se
3 conservaron en formol al 4%. El contaje y cla-
m

sificacién en formas vitales se llevé a cabo se-
gun lo descrito con anterioridad. El calculo del
biovolumen se llevé a cabo segun lo propuesto
por Lowe (Lowe and Laliberte, 1996).

50 4

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 ) )
Para el calculo del peso seco de los gasteropodos

nados al azar en cada canal. Cinco se utilizar¢n0°C hasta peso constante), se utilizaron 30 in-
para la incubacién con luz; dos, para ldividuos del mismo tamafio a los utilizados en
incubacion sin luz y dos (adicion de 200 pL déos experimentos, como estima de la biomasa
formol 40%) controles muertos. El proceso fuaicial. Al final de los experimentos se determi-
el descrito en el capitulo de métodos. Para cuamb el peso seco de los individuos de cada canal
tificar la concentracion de clorofila, se recogiey se comparé con el inicial. Cada dia se conta-
ron 5 cristales seleccionados al azar. La extramn los gaster6podos, se reemplazaron los muer-
cion de los pigmentos y su medida se realizbs por otros de igual talla, mantenidos en un
segun lo descrito en el capitulo de métodos. canal similar a los del experimento y los indivi-
duos encontrados en las redes del final de los
Al finalizar el experimento, se recogieron treganales se situaban en el inicio. Al final del ex-
réplicas por tratamiento para realizar un estudferimento, se contaron el nimero de puestas y
detallado de la composicion pigmentaria, mede huevos por puesta. No aparecieron fases ju-
diante analisis de HPLC, cromatografia liquidaeniles durante los 18 dias del experimento.
de alta resolucion de fase inversa (Waters 600E
system controller and waters 700 Satellite WISRnalisis estadisticd.a normalidad de la distri-
Waterg, Milford, Massachusetts, USA) equipa-bucion de muestras y la homogeneidad de las
do con un diodo Array (1000S, Appliedvarianzas se valoraron para determinar si eran
Biosystems, Foster City, California, USA), ynecesarias transformaciones. Los datos algales
acoplado a un fluorimetro (SFM 25, Kontgdn se analizaron mediante un three-way ANOVA,
Se utilizé una columna ODS 5-micron Hypersilpara detectar las diferencias entre tratamientos
Los procedimientos son los descritos poa través del tiempo (medidas repetidas). Cuan-
Mantoura (Mantoura and Llewellyn, 1983) ydo aparecieron interacciones significativas se
detallado y modificado por Guasch (Guasch arahalizaron mediante un test TUKEY HSD
Sabater, 1998). Los carotenos y clorofilas fugSpjotvoll and Stoline, 1973). Las diferencias
ron identificados comparando sus coeficientesn la composicion de pigmentos del perifiton se
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a_nalizé mediante una two-way A,NOVA. La_s R A mggrraozrédén o car
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way ANOVA, ‘e de clorofila (B) para
© cada tratamiento a lo
© largo del experimen-

4.3. Resultados 64 2 to. Los puntos son
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composicion pigmentarial.a composicion de - presentan la desvia-

los pigmentos no fue alterada significativament 8 cion estandar.

por la atrazina, herbivorismo o la combinacioi

de ambos (Tabla 1.).La concentracion de clort

fila-a en el tratamiento control incremento has 0

ta el dia 12 y a partir de entonces decrecio le _ B

tamente hasta el final del experimento hastacc ¢ 4 "c Z Z::Zg:: + herbivoro

centraciones de 25+15.4 pg ehém? (Figura B v herbivoro

1). En los canales con atrazina se dio un incr 5 ® control

mento temprano de la concentracién de clorof g

la (dia 6) y se mantuvo estable durante el res 47 e

del experimento (sobre 24 4 ug edm?). Por =

otro lado, la atrazina no tuvo efecto significati

Vo sobre la concentracion de clorofila. 2

Los herbivoros provocaron un descenso sigr

ficativo en la concentracion de clorofila a lo lar:

go del tiempo (p<0.0001). Los canales co 0. )

gaster6podos mostraron una concentracion - dl'as -

clorofila inferior a aquellos sin herbivoros des 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

de el dia 3 en adelante. La cantidad de clorofiia
por unidad de superficie fue de 3 a 4 veces me-
nor que en los canales sin herbivorismo. La
biomasa crecié lentamente desde el dia 12 hapracién, pero los valores (4 pg Ctit) fue-
el final del experimento (Fig. 1). Los canaleson siempre menores que los del inicio.
expuestos a la atrazina y al herbivorismo man-
tuvieron una baja cantidad de clorofila (sobre Ba evolucion en la incorporacion de carbono, a
4 ug chla cm?) a lo largo del experimento, notravés del tiempo, fue significativamente dife-
observandose ningun tipo de recuperacion. Ltante en todos los tratamientos (p=0.003). La
biomasa en estos canales era menor que endbsazina no tuvo un efecto significativo en la
de atrazina (p=0.0012) y en los controincorporacion de carbono, pero el herbivorismo
(p=0.0026) pero no significativamente diferensi causé un efecto sobre este parametro
te ala biomasa en el tratamiento de los herbiv{p<0.0001). Este efecto resulté obvio en el dia
ros. El biovolumen incrementé 3 (60-85% respecto al control) y al final (50%
significativamente a lo largo del tiempo en torespecto al control) (Fig. 2). La interaccion de
dos los tratamientos (p<0.0001). Este incremeies herbivoros y la atrazina afecté
to fue significativamente menor en los 2 tratasignificativamente a las tasas de incorporacion
miento de herbivorismo (p=0.002) (Fig. 1). de carbono (p=0.02). Los canales expuestos a
ambos factores presentaron menores tasas de
Incorporacion de carbono.La tasa de incor- incorporacion que los control (p=0.0031),
poracion de carbono por unidad de area fuarazina (p=0.0003) y herbivoros (p=0.047).
mayor en los canales sin herbivoros (Fig. 2). En
el tratamiento de herbivoros, los valores de ith-a incorporacién de carbono por unidad de clo-
corporacioén de carbono fueron sobre 6 ug € cmofila, a través del tiempo, no fue afectada por
2h' alo largo del experimento. El tratamientda atrazina o los gasteropodos. La eficiencia
con herbivoros mostro una clara disminucion eiotosintética incremento a partir del dia 3, para
los dias 1y 3. El dia 12 muestra una ligera recdeclinar progresivamente hasta el dia 12 (aprox.
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50 % de la eficiencia inicial) en todos los trataeativos a través del tiempo (p=0.0002). Al final
mientos, excepto en los canales expuestosdal experimento, la densidad algal increment6
atrazina y herbivoros, donde la eficiencia deen todos los tratamientos, excepto en el de
crecio durante la primera parte del experimentatrazina y herbivoros, que nunca recuperé los
y después, lentamente, se recupera (Fig. 2). wdlores iniciales (Fig. 3). El efecto de la atrazina
final del experimento los valores de eficiencidue significativamente mayor en los canales con
se situaron entre 0.61 y 1.2 (ug C afilliY). herbivoros (p=0.002).
Los cambios en la eficiencia fotosintética, a tra-
vés del tiempo, fueron significativos en todosas algas postradas fueron las formas vitales
los tratamientos (0.0001). dominantes el dia 0 (66%), mientras que
pedunculadas, incrustantes y filamentosas repre-
Estructura de la comunidad algal.La comu- sentaron el 16, 15 y 3%, respectivamente. El
nidad de los canales estuvo dominada p@erbivorismo causé un descenso significativo de
diatomeas; Achnanthes lanceolataA. las formas postradas y pedunculadas el dia 3.
minutissimaNitzschia linearisasi como célu- Las formas filamentosas fueron las mas sensi-
las basales de la cloroficBtigeoclonium tenue bles a la atrazina. La interaccion entre atrazina
(Tabla 2). El herbivorismo provoco una caidg herbivorismo provocé un descenso significa-
en la abundancia de minutissimgy Amphora tivo en las formas postradas (Tabla 3).
sp el dia 3 y d€occoneisa lo largo de todo el
experimento. Efectos sobre los herbivorota media del in-
cremento de biomasa de los gasterépodos al fi-
La adicion de atrazina provocd la disminuciomal del experimento no fue significativamente
en la densidad deocconeisp yS. tenugcélu-  diferente entre los canales control y los expues-
las basales y filamentos) principalmente el di@s a atrazina. La mortalidad fue minima (sobre
3. Laiinteraccion entre los dos factores provoasl 10%) en todos los tratamientos sin diferen-
densidades significativamente menoresAde cias significativas entre ellos. Tampoco hubo
minutissimaA. lanceolata Amphorasp. yN.  diferencias en el nimero de individuos escapa-
fonticolaen comparacion con otros tratamieneos, el nimero de puestas o el nimero de hue-
tos (Tabla 3). VOS por puesta.

Los cambios en densidad algal fueron signifi-
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Tabla 3.valo- A H T AxH AxT HxT AXHxT
res de p en los F-tests
én three-way A |anceolata ns ns 0.002 0.03 ns ns 0.01
g’;‘%ﬁ;ﬁgzngg IIZ A. minutissima ns 0.002 0.008 ns ns ns 0.04
atrazina, herbivoros Amphora sp. ns 0.02 ns ns ns ns 0.04
y tiempo y en com-  C. placentula 0.04 0.01 ns 0.001 ns 0.04 ns
binacién de diferen- N fonticola ns ns ns ns ns ns 0.002
:;Srcf:r?tt;;efegfgseﬁ[ S. tenugbas.) 0.03 ns 0.003 ns ns 0.004 ns
tado por cadaunade - tenuefilam.) 0.02 ns 0.003 ns 0.03 ns ns
las especies y para Filamentosa 0.02 ns 0.003 ns 0.03 ns ns
las formas vitales  pedunculada ns 0.01 0.0001 ns ns 0.002 ns
35_:”0 significati- - pgirada ns 0.008 0.0001 0.0001 ns 0.0022  0.0003

Incrustante ns 0.02 ns ns ns ns ns

4.4. Discusion. la incorporacién de carbono mayor al que se da
ante cada uno de los factores por separado. Este
Los efectos aislados del herbivorismo y l&fecto, a pesar de ser leve, es bastante precoz
atrazina sobre el perifiton, observados en nueka incorporacién de carbono sufre un descenso
tros experimentos, han sido descritos en la litsignificativo tras 3 dias de exposiciéon a la
ratura, no apareciendo nada fuera de lo espemteraccion entre herbivoros y atrazina y ya no
do. En nuestros experimentos, la exposicionracupera las tasas de incorporacion inicial. Va-
la atrazina -concentraciones nominales de 14 migs estudios (Hoaglared al,, 1996) han demos-
L-- no alterd significativamente ni la tasa de intrado la capacidad de las comunidades algales
corporacién de carbono, ni la concentracion daicrobenténicas para recuperara los niveles de
clorofila, ni la composicion de la comunidad, nbiomasa y produccion tras exposiciones a con-
los cambios de biomasa de los herbivoros. Laentraciones mayores que las de este estudio.
falta de inhibicién de la fotosintesis por partdras tres dias de exposicién a los herbivoros la
de la atrazina ya fue descrita por otros autoreemunidad responde con un incremento de la
en exposiciones a corto plazo ((Jurgensen atabka especifica de incorporacion (ug C ug Chl-
Hoagland, 1990) y a largo plazo (Lynehal, ath?) presentando ese dia la mayor (Fig. 2B)
1985). Huber (1993) concluye que concentrade todos los tratamientos, en concordancia con
ciones menores a 20 ud buede no afectar a lo descrito por otros autores (Lambestial,
los organismos acuéticos, especialmente art887, Mufiozt al, 2000). Esta respuesta pue-
exposiciones transitorias. de atribuirse a que los herbivoros depredan prin-

cipalmente sobre las células senescentes. La
El herbivorismo caus6 un decremento en las taomunidad expuesta a la atrazina se mantiene
sas de incorporacién de carbono, concentraci@m los niveles del control, demostrando que esta
de clorofila y biovolumen de perifiton (Fig. 1 yconcentracion de atrazina Ginicamente afecta le-
2). La reduccion en la biomasa algal debida akemente a algunas especies (Tabla 3) aunque sir
herbivorismo (realizado por gasterépodos, lailterar la estructura de la comunidad ni su acti-
vas de insectos, peces...) ha sido descrito padad fotosintética. En cambio la comunidad
numerosos autores (Steinman, 1996). El resudxpuesta a atrazina y herbivorismo presenta en
tado inicial de la reduccion de biomasa suelese momento la menor tasa de todos los trata-
ser una caida en la tasa de incorporacidnientos (Fig. 2B). La actividad de los herbivo-
fotosintética y en muchos casos una caida enrlas podria impedir la adaptacién de la comuni-
produccién especifica por area (Hillal, 1992, dad a la atrazina.
Steinman, 1992, Rosemoatlal, 1993).

Las tasas de absorcién efectiva de un toxico por
Por otra parte, la hipétesis de partida es que tiparte del biofilm depende de propiedades fisi-
bajando en un escenario de interaccién entre loas y quimicas del contaminante, asi como del
herbivoros y atrazina, los resultados deberan daofilm (Langston and Spence, 1995). La edad
diferentes al escenario habitual de cada uno del biofilm también parece tener una especial
los factores por separado. De hecho, bajo umaelevancia en la biodisponibilidad del toxico
fuerte presion de herbivorismo la exposicion éHeadleyet al, 1998, Admiraakt al, 1999).
14 ug L* de atrazina provoca un decremento ehos herbivoros eliminan la capa superficial de
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células senescentes del biofilm, manteniendbloaglancet al, 1996). Por otro lado, la atrazina
bajos los niveles de biomasa (Steinman, 199&n combinacion con los herbivoros no solo afecta
incrementando la exposicion a la atrazina del metabolismo de la comunidad si no que tam-
resto de células e inhibiendo la adaptacion deén altera la estructura de la comunidad, indi-
algunas algas al toxico. Mas aun, los herbiv@ando que se han dado efectos cronicos.

ros, con sus sistemas bucales raspadores tienen

un gran impacto sobre las comunidades algald$uestros resultados han demostrado el impacto
pudiendo dafiar las paredes celulares o la estrggete el herbivorismo tiene sobre el efecto toxico
tura de la comunidad (mucilagos) durante sie la atrazina en la comunidad sobre la que se
alimentacion. Aunque la pared celular proporalimenta. Pero ademas puede tener un impor-
ciona cierta proteccion ante productos quimtante papel en la movilizacion de toxicos que
cos (Genter, 1996), su alteracion como consestaban inmovilizados en las comunidades de
cuencia de la actividad de herbivorismo puedgerifiton y que se liberan de huevo como conse-
ser suficiente para causar estrés. Torres (Torrasencia del tipo de alimentacidn de este tipo de
and O’Flaherty, 1976) sugiere que los mecanisierbivoros (raspado y desestructuracion de los
mos implicados en la adaptacién a la atrazinzofilms). Stewart (Stewart and Hill, 1993) su-
pueden provocar cambios en la pared y mergiere que uno de los resultados de la actividad
brana celular. Los herbivoros pueden interferite los herbivoros es el incremento de la movili-
en la recuperacion de las células de perifitonzacion de téxicos disueltos aguas abajo, a causa
potenciar el efecto de la atrazina. Es mas, la ate la alteracion por parte de los herbivoros de
tividad herbivora puede no dejar el tiempo sufigrandes superficies de biofilm donde se habia
ciente para que entre en accion la proteccidlevado a cabo una incorporacién de toxicos.
ejercida por el acamulo (con el paso del tiem-

po) de sustancias extracelulares. Este mecan@mo apunte final, indicar que la presencia de
mo de proteccion ya ha sido demostrado paleerbivoros puede tener implicaciones cruciales
metales (Stadoruét al, 1987, Admiraaét al, sobre el efecto de los toxicos. Para evaluar el
1999). Las dificultades para desarrollar algunasfecto que los productos toxicos tendran en los
de los mecanismos de tolerancia y detoxificaciésistemas acuaticos y realizar predicciones robus-
ante la atrazina pueden estar provocadas por tas, se hace necesario conocer los mecanismos
herbivoros, lo que explicaria el mayor efectecoldgicos que influyen en la movilidad de los
toxico, observado en nuestro estudio, sobre ptoductos toxicos, siendo uno de ellos el papel
perifiton. jugado por los herbivoros.

Los herbivoros, ademas, simplifican tanto la

composicion taxonémica como la estructura de

formas vitales. El niUmero de algas incrustantes,

pedunculadas y postradas cofchnanthey

Cocconeisdecrecen como consecuencia de la

actividad de los herbivoros. Un efecto similar

sobre comunidades de perifiton ha sido descrito

en numerosos estudios (Steinman, 1996). La

atrazina provoca decrementos en la abundancia

de Stigeoclonium tenu@ilamentos) como ob-

servo Hamala (Hamala and Kolling, 1985). La

densidad algal se redujo acentuadamente en el

tratamiento expuesto a atrazina y herbivoros,

evidenciando las dificultades, impuestas por los

herbivoros, para la adaptacion frente a la

atrazina. En este tratamiento, las formas vitales

y la composicién taxondémica fueron

significativamente diferentes a los otros trata-

mientos. Los cambios en las formas vitales del

perifiton pueden condicionar la respuesta

toxicoldgica de la comunidad entera, alterando

los gradientes de difusion a través del biofilm
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INFLUENCIA DEL HERBIVORISMO
EN EL EFECTO TOXICO DEL CO-
BRE SOBRE LAS COMUNIDADES
MICROBENTONICAS

4.5. Introduccion

El cobre esta presente en la mayoria de rios Europeos lo que ha provocado numerosos est
sobre su efecto en los sistemas acuaticos. Durante el periodo 1997-1998, la concentracion i
de cobre en los rios catalanes oscilé entre los 1.3y 175 (4grbengolet al, 1993). En algunos
rios con cuencas con intensa actividad agricola y/o industrial se llegaron a medir picos superi
a 40 ug L. Incluso se han detectado picos superiores a 100 Enlrios extremadamente
polucionados de la misma area geografica (Armeeigal, 1993), antes de la implementacion de
un plan de saneamiento gubernamental a partir de 1992.

Numerosos autores (Foster, 1982a, Leland and Carter, 1984) han descrito los cambios produc
en la estructura de comunidades de perifiton tras largas exposiciones a cobre, en concentraci
que van desde los 2.5 ud (Leland and Carter, 1984) hasta los 120 pggKaufman, 1982).
Incluso a concentraciones tan bajas como 2.5ugeLhan descrito inhibicién de la produccion
primaria del perifiton entre el 57 y el 87% en rios oligotréficos (Leland and Carter, 1985). L
estructura del perifiton consiste en un conjunto de células imbuidas en una matriz
mucopolisacaridos que ofrece cierta resistencia frente a los metales (S¢adby@B87, Lehman

et al, 1997, Admiraakt al, 1999, Barranguet and Kromkamp, 2000). Los biofilms naturales
poseen un ndmero significativo de lugares de unién a metales, tanto en la matriz
mucopolisacéridos (incluyendo la materia organica atrapada en ella), como en la superficie cell
Conforme envejecen, estos hiofilms presentan un mayor nimero de lugares de enlace parar
les, reduciendo la difusién y biodisponibilidad del cobre para las algas (btata2000). Los
herbivoros al depredar sobre el biofilm, mantienen niveles bajos de biomasa algal (Steinm
1996), alterando al mismo tiempo la estructura tridimensional que proporciona cierta protecci
ante los téxicos. Una actividad intensiva de los herbivoros reduce el acumulo de material extracel
y puede potenciar el efecto téxico del cobre, como ya se ha demostrado que ocurre con la atre
(Mufiozet al in press).

En este trabajo se describe el efecto de una exposicién a largo plazo de cobre{dnugna

cadena tréfica simple (perifiton y herbivoros). El objetivo fue evaluar los cambios en el metabol
mo composicion y abundancia del perifiton y en la concentracién de cladfilada adicién de

un gasterépoddStagnicola vulnerat&lster), utilizando para ello el sistema de canales artificia-
les descrito en capitulos anteriores. Nuestra hipotesis de partida es que la alteracion de la estru
del perifiton provocada por la depredacion de los herbivoros provocara una mayor sensibilic
ante el cobre. También se discutird acerca de las diferentes respuestas en crecimiento y repre
cion frente al cobre d@. vulnerataya que el contacto con el agua (por contacto cutaneo y branquial
y la transferencia a través de la cadena trofica son las rutas primarias de exposicién a los me
para los herbivoros. La existencia de esas dos rutas de exposicidn convierte a los herbivoros ¢
grupo mas sensibles que otros (Clements, 1991) frente a este tipo de alteraciones del medio.
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4.6. Materiales y métodos ICP-OES (ver capitulos anteriores). Para detec-
tar el efecto del cobre, del herbivorismo y de la
Disefio experimental.Los experimentos fue- interaccion entre ambos se controlaron los
ron llevados a cabo en catorce canales artificiparametros especificados en la tabla 1.
les durante el invierno de 1998. Los canales re-
cibian un flujo continuo de 1.5 L mirde un Colonizacion del perifiton Se colocaron los
pozo situado a 50 m. del laboratorio. Laustratos artificiales descritos anteriormente en
conductividad era elevada (1900 uS'ktiga- un rio no perturbado (Avencd, NE Espainia,
da a altos niveles de sulfatos y cloruros), el rafjGuaschet al, 1997) durante 16 dias. Se colo-
go de pH oscil6 entre 6.9 y 7.2. La concentrazaron vidrios de dos tamarios, los de 1.2x1.2 cm
cion de nutrientes era relativamente alta pamo unidades de muestreo de los diferentes
nitrato (N-NQ, 14.5-16 mg L!) y baja para los parametros, y otros de 12x9 cm para sujetar a
fosfatos ( P-PQ2.5-5 ug L) mientras que los los pequefos y lograr una superficie homogeé-
nitritos y el amonio estaban por debajo del liminea a lo largo de los canales. Los cristales pe-
te de deteccion (0.01 mg'l. La concentracion quefios se colocaron en soportes de metacrilato
de cobre basal en el agua del pozo era de 3.7yulps grandes en cestas, en zonas poco profun-
L1, y la alcalinidad oscilé entre 5.8 y 6 mmol Ldas de corriente y moderada cobertura arborea.
1. La velocidad del agua era de 1 cinla pro- Tras el periodo de colonizacién los cristales se
fundidad de 2.5 cmy el flujo de 1.52 £ 0.12 s.dransportaron al laboratorio (1 hora de trayecto)
L st La irradiancia medida a 16 cm sobre I&n tanques con agua del propio rio. Los sustratos
superficie del agua era de 321 + 45 s.d. £ ntolonizados se colocaron cubriendo por com-
s. El fotoperiodo se programo para 9 horas daeto el fondo de los canales artificiales. Duran-
luz y 15 de oscuridad. La temperatura durante 27 dias se permitid que se desarrollaran en
el experimento oscilo entre los 18 °C durante &s condiciones de laboratorio hasta que las al-
periodo de oscuridad y los 23.5 °C del periodgas cubrieron completamente y de modo homo-
de iluminacion. Todas estas mediciones se regéneo la superficie de los canales.
lizaron segun lo descrito en el capitulo de méto-
dos. Recoleccion y cria deS. vulnerata.El
gasteropod&tagnicola vulnerat@Kister) fue
La densidad de herbivoros seleccionada, decolectado en un rio con una relativamente alta
acuerdo con experimentos previos (Muébal, densidad de estos herbivorismo (79 individuos
2000) para mantener una biomasa adecuada fué+ 40 s.d. (Mufiozt al, 2000)). Tras su reco-
de 10 individuos por canal (peso seco 0.96 g keccién eran mantenidos en acuarios (60x30x30)
2), Esta densidad se corresponde con el 75 % ee una habitacion de temperatura controlada (18-
la observada en el lugar de recoleccion de 1@9 °C) y un fotoperiodo de 12 horas de luzy 12
herbivoros. Las tallas de los individuos se ste oscuridad. En cada acuario se mantenian un
tuaron entre 1.1y 1.4 cm. maximo de 250 gasteropodos en condiciones
someras (12 cm de agua) y aireacion forzada.
Los cuatro tratamientos siguientes (con tres ches tanques se llenaron con la misma agua del
nales como réplicas), se asignaropozo utilizada en los experimentos. La dieta
aleatoriamente a los canales utilizados en el esensistio en lechuga lavada y perifiton sobre
perimento: (1) control, (2) herbivorismo, (3)rocas transportado desde el rio de origen de los
cobre, (4) cobre y herbivorismo. Primero lagasterépodos. Se les proporcionaba lechuga se-
algas fueron expuestas al herbivorismo duranieanalmente, retirando las hojas de la semana
9 dias (tratamientos 2 y 4), y durante los 13 diasterior. El contenido en cobre de la lechuga era
siguientes se expusieron las comunidades al ate 6.7 + 0.9 s.d. pgCulgle peso seco.
bre (tratamientos 3 y 4). La concentracion de
cobre se preparoé a partir de una solucion de 1Agdlisis de perifiton. Se recogieron 5 réplicas
L* CuCl(Titrisol de Merck). La adicion de la (cristales) para la medida de las clorofilas y se
solucion de cobre se realizé mediante una boreengelaron hasta su andlisis. Los pigmentos fue-
ba peristaltica. Se recogieron muestras de agign extraidos en acetona al 90%, tras tres perio-
para realizar la analitica de cobre, conservanddes de sonicacion de 7 minutos en agua a 5 °C.
las en nitrico al 1 % y congeladas hasta el analies cristales para el analisis de la comunidad se
sis. La analitica de cobre se realiz6 mediant®nservaron en formaldehido al 4 %. Para la
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identificacion y contaje se siguio el protocolacolocaron en incubadoras (2 canales bajo las
descrito por Guasch y Sabater (Guasch amdismas condiciones que los del experimento se
Sabater, 1998). El material se conté e identificdestinaron a este fin, colocando 3 incubadoras
utilizando un microscopio de transmision de luzn cada uno). Las incubadoras eran cestas de
para las células de algas que no fueramalla plastica. Cada dos dias los individuos re-
diatomeas. La composicion taxondmica deién eclosionados eran contados y retirados de
diatomeas se realiz6 sobre preparaciones de las incubadoras. La emergencia se expresé como
fristulos. Para cada preparacion se contareh porcentaje acumulado de recién nacidos en
entre 250 y 300 células. relacion al numero total de huevos contados en
cada puesta. Al final del experimento de eclo-
Metabolismo de la comunidad de algas y her- sion todas las puestas fueron estudiadas para
bivoros. El metabolismo neto de la comunidaddeterminar que huevos se mantenian todavia
se midié mediante una modificacion (Guaschyivos. Los huevos con la yema o un embrién en
1995) del método abierto del oxigeno (Odunhuen estado se consideraron vivos.
1956). El metabolismo se calculé como la dife-
rencia entre la concentracion de oxigeno en €bntenido en lipidos y proteinasSe determi-
flujo de salida de los canales colonizados y @6 el porcentaje de proteinas y lipidos conteni-
canal recubierto con sustratos sin colonizar. Edo en la comunidad algal y en la gasterépodos
los canales colonizados, los cambios en la coalfinal de los experimentos. Las muestras para
centracion de oxigeno disuelto fueron el resulipidos fueron extraidas mediante una solucion
tado del balance entre la produccion primariage hexano/isopropanol (2:1) (modificacion del
la respiracion de algas, bacterias y gasteropodoetodo descrito por Folch (Fol&t al, 1957)).
y las pérdidas por difusion a la atmodsfera. Ala extraccion de proteinas se llevo a cabo usan-
controlar los cambios de la concentracion déo una solucion de 0.1 N NaOH y analizando
oxigeno por difusion en el canal sin colonizaun método colorimétrico (Bradford, 1976).
cion, los resultados obtenidos son la estimacion
del metabolismo neto de la comunidad en todénalisis estadistico Las diferencias entre los
el canal (1700 cA). Este es un método no descontenidos de proteina y lipidos se determina-
tructivo y que permite repetir las medidas.  ron mediante una one-way ANOVA (para los
caracoles) o two-way ANOVA (para algas). Las
Andlisis deS. vulnerata La mortalidad de los diferencias entre tratamientos para la concen-
caracoles se controlé diariamente a lo largo dehcion de clorofila y el metabolismo de la co-
experimento. Los individuos muertos se retiramunidad fueron valorados mediante un three-
ron diariamente y se reemplazaron por otros degay ANOVA de medidas repetidas (Winer,
la misma talla, que se mantenian en un canB®71). La ANOVA entre factores de medidas
bajo las mismas condiciones que los de experiepetidas valora la dependencia del tiempo de
mentacién. Al final de cada canal una red evitdas observaciones que caracterizan una secuen-
ba que se escaparan. Diariamente se contabeig temporal. La interaccion (tiempo X tratamien-
trasladaba al inicio del canal a los individuo$o) muestra la diferencia a través del tiempo cau-
encontrados en la red. La ganancia de peso astada por la exposicién al cobre. Las compara-
largo del experimento se determind sobre pestones multiples entre medias se analizaron en
seco (70 °C hasta peso constante) en el inicidgdos los casos mediante un test TUKEY HSD
al final del experimento (con todos los indivi{(Honest Significant Difference) (Winer, 1971),
duos de cada canal). La biomasa inicial se caxcepto en el caso de los taxones algales que se
culd a partir de tres submuestras de 10 indivitilizd el LSD (Least Significant Difference).
duos cada una, de la misma talla que los utiliz&uando fue necesario se transformaron los da-
dos en el experimento. Las puestas de huevims para cumplir los requerimientos de la
fueron examinados mediante una Iup&ANOVA; la homogeneidad de varianzas y la
estereoscopica, contando los huevos presentesmalidad de los errores (valores referidos a
en cada muestra. Para detectar el efecto del @gas, transformacion logaritmica, valores refe-
bre sobre las puestas, primero se retiraron legdos a contajes de herbivoros se transformaron
puestas de los 9 dias de exposicidn a los herlidgaritmicamente, y mediante una transforma-
voros (sin cobre). Tras los 13 dias de exposiidn arcsine los valores de porcentaje. El incre-
cion a cobre se hizo lo mismo con el resto, y saento de peso, himero de huevos, huevos por
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puesta, numero de individuos escapados, y | 6 N Figura 1.
centaje acumulado de eclosién no necesita = A | Evolucion en la
transformacion. © concentracion de
© clorofila y en el
4.7. Resultados 4 - o Lnoe;]afr?ilés;]jo ?:f
(@)] ’
. _ =< dido como pro-
La concentracion de cobre (medic duccién de
aleatoriamente durante el experimento en oxigeno, durante
canales expuestos a cobre) fue de 44g1.4 los 12 dias de ex-
s.e., n=11). Los valores de cobre en el ague 2 perimento.
los canales control fue de 3.7 g 1.2 s.e., O control
n=7), que se corresponde con la concentrac I gﬂmerbmms
basal de cobre en el agua del pozo. La prof —A— Herbivoros
cion de Cér oscilo entre el 1.6 y el 2.1% d
esas concentraciones. 0 - B
<
Perifiton. La concentracion en clorofila{Fig 4 ‘\-'E
1A) incrementd significativamente a través c G
tiempo independientemente del tipo de tra 6\'
miento (ANOVA, p<0.0002). Por ejemplo, lo 75 - 2
canales con herbivoros presentaron mayor ¢
centracion de clorofila el dia 7 que el dia 0 ¢
inicio del experimento (Tukey test, p<0.05). L« 50
herbivoros provocaron un descenso significe
vo en la concentracién de clorofiatos cana-
les expuestos a cobre tuvieron una media de 25
rofila menor que los no expuestos a cobre, p
no la diferencia no fue significativa. 0
T T T T T T T
Algas y macroinvertebrados: metabolismo 0 2 4 6 8 10 12
neto. También hubo diferencias significative Dias
(ANOVA, p<0.0001), a través del tiempo en el
metabolismo neto de la comunidad (MNC). A herbivoros Figura 2
Hubo un descenso significativo en el MNC hast: _ & Cutherbivoros I'E\(/quuc(;ond.en el
el dia 3 (Fig 1B) y un claro incremento apartit | control T ::InaOIICZe gh;\:’ler:i:’;-
de entonces. Al final del experimento (dias 10 S T_e cu Wiener. No apare-
12) los valores de MNC fueron mayores que a2 fé cen di.ferencias
inicio (dias 0y 4) (Tukey test, p<0.05). Los her- < significativas en-
bivoros redujeron la MNC de modo significati- = tre tratamientos.
vo (p<0.01), principalmente al inicio del expe- 8
rimento. Los canales expuestos a herbivorism ﬁ
presentaron menores MNC que los contro 2
(Tukey test, p£ 0.05 el dia 3) o los expuestos =
cobre (Tukey test, p£ 0.05 el dia 1). Los canale ;
expuestos a cobre tienen una media de MN(

menor que los controles, aunque esta diferenci

no es significativa. Dias

La diversidad (indice de Shannon-Wiener) de

todos los tratamientos se redujo hasta el diagntre cobre y herbivoros mostré una mayor di-

(Fig. 2). A partir de entonces se mantuvierorersidad que el efecto por separado de los dos
los valores de diversidad en los tratamientos dectores, pero las diferencias no resultaron sig-

cobre y herbivoros, mientras que en los canala#ficativas.

control incrementd. El efecto de la interaccion
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La densidad algal incrementé los primeros 7 diafas de exposicién al cobre y al herbivorismo
de experimento (Fig. 3) y decreci6 ligeramentaparecieron algunas diferencias entre tratamien-
el dia 14 en todos los tratamientos menos entek, aunque los taxones dominantes fueron los
de cobre, donde el descenso fue mas evidemtésmos que en el inicio (con una representa-
(de 1100x10a 600 x10células M). No hubo cidn del 97%) con la diferencia de que aparecen
diferencias significativas entre tratamientos eblothrix zonatay Gloeocapsap. sustituyendo
la abundancia de las diferentes especies. En B$ribonemasp y a la clorococcal que desapare-
canales control la densidad de algas filamentosasn. El porcentaje de célulasPleormidiumsp.
postradas y pedunculadas fue mayor al final quae en todos los tratamientos tras 13 dias aun-
al inicio del experimento, mientras que lagjue solo de modo significatitivo en el caso del
incrustantes mantuvieron su densidad a lo largmbre (p=0.0022). La clorococcal cae
del tiempo. Los herbivoros controlaron el cresignificativamente en todos los tratamientos
cimiento de las formas filamentosas respecto(@<0.001). Ulothrix zonata incrementa
las condiciones control, favoreciendo el crecisignificativamente su porcentaje tanto en el tra-
miento de las formas incrustantes yamiento control (p=0.040) como en el
pedunculadas. La densidad de pedunculadegbre+herbivoros (p=0.041), ademas ese ulti-
incrementd en el tratamiento con cobre a travéso dia los porcentajes d#othrix zonatason
del tiempo. Las formas incrustantes \significativamente mayores en el tratamiento
filamentosas incrementaron hasta el dia 7 pecontrol (p=0.040) y cobre+herbivoros (0.041)
disminuyeron de ese dia en adelante, hastagele en el tratamiento de cobre.
final del experimento. La densidad de postra-
das en el tratamiento de cobre fue bajo. El efebtientras que el cobre y el herbivorismo tienen
to combinado del cobre y de los herbivoros s@mras efecto al actuar conjuntamente que por se-
bre las formas algales no fue significativamentgarado sobre algunas especi@s lanceolata,
diferente al compararlo con el efecto de los das. minutissimaGloeocapsasp. y Fragilaria
factores por separado. capucing, presentan un menor efecto al actuar
conjuntamente ante otrad@ugeotiasp.,
La comunidad en el inicio de la exposiciéon aPhormidiumsp.,Ulothrix zonatg.
cobre (tras 9 dias de exposicion a los herbivo-
ros) era la misma en todos los canales (Fig. 3)erbivoros. Durante el periodo del experimen-
No aparecieron diferencias significativas en |&o la mortalidad de los individuos fue menor al
composicién taxonémica entre los los tratamierb%. El nUmero de individuos escapados fue li-
tos. Esta comunidad inicial estaba dominada pgeramente mayor antes de la adiciéon de cobre.
Anabaenasp, una chlorococcakragilaria Durante el periodo de pre-exposicion la media
capucina Mougeotiasp., Phormidiumsp. y de escapados por canal fue de 2.8+0.5. Tras la
Tribonemasp. Las células de estas especies radicion del cobre el nimero de escapados fue
presentaban el 98% de la comunidad. Tras H& 1.5+0.2 individuos por canal, pero el efecto
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del cobre sobre el numero de individuos escaclosionaron, frente al 89 % de los control (Fig.
pados no fue significativa. 4C). Tras este periodo, los huevos no
eclosionados fueron examinados vy
Sin embargo, si hubo un efecto del cobre sobserprendentemente la mayoria de los huevos no
la biomasa y sobre la reproduccién. Los herbéclosionados se mantenian adn vivos, con for-
Voros expuestos a cobre ganaron menos pasas en desarrollo o con la yema en buen esta-
(Fig. 4A) de un modo significativo que los condo.
trol (p<0.05). El nimero de puestas fue
significativamente menor en los canales dondeontenido en lipidos y proteinas.Los indivi-
los moluscos estuvieron expuestos al cobiuos de los canales expuestos a cobre tenian un
(p<0.05). mayor contenido proteico que los procedentes
de los canales sin cobre (p<0.05). En cambio el
El nimero medio de huevos por puesta fue tamebre no afectaba al contenido de lipidos. El
bién menor en los canales expuestos al cobefecto de los herbivoros redujo
(Fig. 4B), de modo significativo (p<0.05). Hubosignificativamente el contenido proteico en al-
un efecto significativo del cobre en la eclosidigas, mientras que el cobre lo incrementé
de los huevos (p<0.01). Desde el dia 21 en ad@<0.0001). El perifiton procedente de los ca-
lante, la eclosién acumulada de los huevos erales expuestos a los dos factores (cobre y her-
puestos al cobre fue significativamente mendrivoros) mostré contenidos intermedios de
que en los huevos control. Tras 36 dias, Unichpidos, en comparacion con los contenidos del
mente el 42 % de los huevos expuestgeerifiton expuesto a uno solo de los factores. El
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cobre (p<0.0001) y los herbivoros (p<0.0001¢glorofilay la incorporacién de carbono (ver ca-
reducen el contenido proteico en las algas, resitulo de cobre y velocidad (Navared al.,
pecto al tratamiento control. La interaccion d2000)). La diferencia en concentracion de clo-
ambos no produce una diferencia significativeofila s6lo aparecen aqui en el dia 6, pero ya no

respecto a los factores por separado. en el 12. En este experimento las bajas veloci-
dades junto con la proteccion que confiere la
4.8. Discusion matriz de polisacaridos del perifiton pueden jus-

tificar la baja sensibilidad del perifiton frente al
Perifiton. La comunidad algal resulté muy sen<obre. La matriz acumula productos (de origen
sible los primeros dias del experimento. Muchosndégeno o exdégeno, organicos e inorganicos)
de los valores mas bajos de los parametros npie pueden reducir la toxicidad del cobre
didos fueron recogidos entre los dias 1y 4 trgStadoruket al, 1987, Admiraaét al, 1999) y
la exposicién al cobre y al herbivorismo pero ldos herbicidas (Mufioet al in press). Este
mayoria de parametros se recuperaron al finatimulo es mayor con el paso del tiempo, por
del experimento. Los canales expuestos a coldeeque la edad juega también un papel impor-
tuvieron concentraciones de clorofila y MNCtante en la modulacién de la respuesta de las
menores que los no expuestos, pero las diferaagas ante un toxico (Guasetal, 1997, Guasch
cias al final del experimento no fueron signifi-et al, 1998, Guasch and Sabater, 1998, Ivorra
cativas. En experimentos previos con exposet al, 2000).
ciones de 7 dias y 1 cni,sel cobre tenia un
efecto significativo sobre la concentracién d®or otra parte, los periodos largos de coloniza-
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cion favorecen las formas filamentosas, que éterbivoros. Aunque bajo las condiciones del
las comunidades del experimento representaxperimento el cobre no tuvo efectos significa-
entre el 20 y el 40% de la abundancia total. Lds/os sobre la estructura y funcion del perifiton,
filamentos pueden contribuir a formar gradientesi lo tuvo sobre los herbivoros, reduciendo su
en el biofilm que limiten la difusion de metalesganancia de peso y alterando las puestas. Esto
Los herbivoros tienen un efecto significativogontribuye a pensar en un efecto contrapuesto,
reduciendo la clorofilay el MNC en los canaley no aditivo, del cobre y de los herbivoros sobre
donde estan presentes, tanto en presencia coladiomasa algal. Un menor peso implica una
en ausencia de cobre. La interaccidn entre cmenor inversion en reproduccién, como conse-
bre y herbivoros no provoca un mayor efectouencia fisioldgica del estrés a que son someti-
que el observado con los factores por separadims en presencia del cobre. Por otra parte, no
aunque en la composicion taxdmica si se obsententan escapar una vez expuestos al cobre. Los
van ciertos cambios. La explicacion podria sexfectos de la dieta y de los metales pesados so-
el efecto directo que el cobre tendria sobre ldse el crecimiento y la fertilidad se observan a
herbivoros, reduciendo su tasa de herbivorismpartir de concentraciones bajas de metales; por
La respuesta de algunos taxorMelfgeotiasp., ejemplo sdlo son necesarios 10 fgde cobre
Phormidiumsp. yUlothrix sp.) ante los dos fac- para inhibir la reproduccion deotamopyrgus
tores combinados parece ser positiva (ver tabenkinsi(Dorgeloet al., 1995).
2), incrementando su porcentaje mas en ese caso
mas que cuando se les expone a uno solo de R otra parte, el cobre redujo el porcentaje de
factores. Esta respuesta aparece en othhaevos eclosionados. Se ha descrito un efecto
cloroficea Gtigeoclonium tengeante fuertes del cadmio a concentraciones subletales sobre
presiones de herbivorismo, como respuesta laltasa de crecimiento embrionaria (Cheung and
incremento de luz disponible por el aclaradbam, 1998) y tasa de eclosién ERysa acuta
efectuado por los herbivoros(Steinmetnal, Por otra parte en nuestro experimento, tras 36
1987). Existen en cambio otros taxones que rdias de exposicion al cobre los huevos no
sultan perjudicados por la interaccién de los dalosionados se mantenian vivos. Los mismos
factores, comoGloeocapsasp., la cual autores consideran que los huevos que no han
incrementa menos su porcentaje al exponerlaalosionado tras 28 dias no son viables.
ambos factores que ante los factores por separa-
do. Estos resultados indican que la reduccién de la
tasa de crecimiento y de eclosior&erulnerata
En contraste con lo observado con otros autorpgeden resultar buenos indicadores para valo-
(Leland and Carter, 1984), la concentracionasr el efecto toxico del cobre a concentraciones
de cobre de este experimento no tiene un efecobletales, demostrando una mayor sensibilidad
significativo sobre la composicion taxondmicajue la comunidad algal de este experimento.
del perifiton bajo las condiciones de velocidad
y tiempo de exposicién utilizados. Estos autaZontenido en proteinas y lipidosLos lipidos
res observaron un descenso en muchos taxoses el factor critico en el transporte y en el efec-
algales, al exponer el perifiton de riogo toxico de numerosos contaminantes lipofilos
oligotréficos a concentraciones de entre 5 y 1€bbre la biota del medio acuético (Napolitano
ug Lt de cobre. Kaufman (Kaufman, 1982) traand Richmond, 1995). En este experimento el
bajando en mesocosmos y mayores concentggerifiton expuesto a cobre incrementdé
ciones de cobre (30 pgtlencontré una reduc- significativamente su contenido proteico, tras 13
cion en el numero de especies de diatomeaglias de exposicion. Por otra parte, la presion de
en la diversidad global. Las formas incrustantdserbivorismo limitan la biomasa del perifiton y
son las formas predominantes en los tratamiela acumulacion de lipidos por las algas
tos con cobre. Varios autores (Leland and Carté6teinman, 1996). La interaccidén entre los dos
1984, Denisegeat al,, 1986, Ivorraet al, 2000) factores (cobre y herbivorismo) resulté con va-
informan acerca de la correlacion entre un nieres intermedios de contenido de lipidos, el
mero alto de especies fuertemente unidas @erifiton acumula lipidos como respuesta ante
sustrato (incrustantes) y concentraciones eleval-téxico pero no en la misma proporcién que
das de metales en los rios. en ausencia de herbivoros. No se observaron
cambios en el contenido de lipidos de los herbi-
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voros en los tratamientos con téxico, respeciadependientemente de que actien en presen-

al control, quizas porque este periodo fue deia o ausencia de cobre, los herbivoros tienen

masiado corto par observar acimulo de lipidagha mayor importancia durante los primeros

en niveles troficos superiores. dias. Podemos concluir que el efecto de una den-
sidad deS. vulneratade 59 individuos rpue-

El contenido proteico del perifiton decrecié atle provocar caidas en algunos paradmetros fisio-

exponerlo al cobre. Se describen decrementtigyicos en los primeros dias (por ejemplo con-

similares en la literatura (Pragt al, 1987, centracion de clorofila); pero, tras 13 dias de

Luederitz and Nicklisch, 1989). Ademas losxposicion a ambos factores, no se encuentran

herbivoros ejercen una gran presion depredadatiferencias entre este tratamiento y el de cobre.

controlando la produccién de biomasa deBajo las condiciones experimentales impuestas,

biofilm, por lo que resulta un descenso signifita presion de adaptacién ejercida por el

cativo del contenido en proteinas y lipidos. Aerbivorismo resulté mucho mas importante que

pesar de este efecto, se dio un incremento siglé-provocada por el cobre.

ficativo en el contenido de proteinas de los her-

bivoros expuestos a cobre. Quizas se relacione

con el incremento, en la produccién de protei-

nas (metalotioneinas) relacionadas con el estrés

inducido por el cobre, observado en otros in-

vertebrados (Hebet al, 1996, Bolognest al.,

1999)

Conclusiones.Los herbivoros se vieron expues-
tos al cobre por dos vias, el cobre que penetraba
en su sistema circulatorio a través de las
branquias y el que ingieren junto con las algas.
La inmovilizacion del metal para prevenir los
efectos toxicos solo fue posible mediante la in-
duccién de proteinas especificas, una vez que
los mecanismos de activacion entran en contac-
to con el cobre (dentro de las células). En cam-
bio la propia estructura del biofilm (densidad,
grosor, cantidad y calidad de mucopolisacaridos,
materiales atrapados en la matriz) limitan la di-
fusion del metal atenuando en parte la disponi-
bilidad y por tanto la toxicidad del cobre en las
algas. Ademas las algas tienen sus propios me-
canismos de inmovilizacion y detoxificacion del
cobre (ver capitulo sobre cobre y velocidad).
Todo esto nos indica que ante exposiciones en
gue la estructura de la comunidad algal
microbentonica sea levemente afectada (por la
baja concentracion de téxico o el corto periodo
de exposicion) podremos encontrar afectacio-
nes mayores y valorables en otros niveles del
ecosistema.

Los herbivoros tienen un marcado efecto los
primeros dias del experimento en parametros
fisiolégicos (figura 1A) manteniendo unas me-
nores tasas de MNC y de concentracion de clo-
rofila, pero hacia el final del experimento con-
siguen recuperarse y no se dan diferencias entre
los tratamientos en ninguno de estos parametros.
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USO DE LAS COMUNIDADES
ALGALES MICROBENTONICAS EN

TESTS ECOTOXICOLOGICOS PARA
LA VALORACION DE LA CALIDAD

DEL AGUA. El CASO DEL RIO TER.

5.1. Introduccién

La mayor parte de los tests ecotoxicolégicos se llevan a cabo en el laboratorio, sobre poblacic
pequefias y con un nimero limitado de especies. Los datos obtenidos a partir de estos experi
tos aunque nos proporcionan informacion acerca del efecto de los toxicos, dificilmente puec
extrapolarse a los sistemas naturales (Cairns and Niederlehner, 1995). Se hace necesario un tr
complementario con las comunidades naturales (lebb, 2000). La aparente alta variabilidad
encontrada en los tests multiespecificos puede ser explicada basandonos en el conocimiento
funcién ecolégica que cumplen los componentes mas relevantes de la comunidad (Round, 19¢
de los factores implicados en la variabilidad. Por lo tanto, el usar comunidades naturales de si
mas fluviales ampliamente estudiados no implicara una pérdida de fiabilidad de los tests. La apr
macién a escala de comunidad es ecolégicamente coherente, ya que integra, ademas de las tc
cias especificas de todos los taxones presentes en una comunidad (Blanck, 1988), las interacc
entre ellas y sus relaciones con el medio.

Los tests fisioldgicos son una herramienta utilizada para valorar la respuesta de comunidades al
frente a toxicos (Blaylock B.G., 1985). De ese modo este tipo de tests puede complementa
respuesta de las comunidades a largo plazo, cuando la exposicién a un téxico puede proc
importantes efectos en la estructura de la comunidad (Paelsalr2000).

Este estudio se ha llevado a cabo en el rio Ter, uno de los rios mediterraneos méas humanizads
Ter es un sistema fluvial bien conocido tanto desde el punto de vista fisico-quimico como desd
biolégico (Caixactet al, 1990, Sabateat al, 1991, Sabateat al, 1995, Espadalet al, 1997).

Se han seleccionado dos toxicos modelo diferentes, atrazina y cobre, gue pueden ser encont
con facilidad en el rio Ter. Estos toxicos se relacionan con vertidos agricola-ganaderos e indus
les. Las concentraciones basales de atrazina en rios similares oscilan entre 0.017 y 0.19 pu
(Readmaret al, 1993, Solomoret al, 1996). El cobre es un metal pesado que puede llegar «
concentraciones de 30-60 pg (Armengolet al, 1993) en lugares moderadamente contamina-
dos. Las concentraciones de ambos tdxicos pueden llegar a picos varios 6rdenes de magi
mayores que los descritos anteriormente (Huber, 1993, van Beelen and Doelman, 1997).

Siendo el Ter un rio tipico mediterraneo (Sabattet, 1992), una de sus principales caracteristi-
cas es la variabilidad temporal. La marcada estacionalidad del caudal es una de las responsabl
los cambios observados en el rio y sus comunidades (Sabater1989). Por este motivo,
cualquier estudio que pretenda valorar la respuesta de las comunidades de este tipo de rios, d
tener en cuenta esta variabilidad, con muestreos en dos épocas diferentes: la época de cal
minimos (verano) y la de caudales maximos (primavera). La importancia de la aportacién de a
desde la estacion anterior es mayor en primavera gue en verano. En verano en cambio, laimpa
cia de los aportes de la cuenca propia de cada estacién es mayor que la del agua que recibe
circulacion normal desde la estacién anterior (Armeagal, 1990, Armengcét al, 1992). Es de
esperar que las mayores diferencias en la calidad del agua en verano provocaran una mayc
riabilidad en la respuesta ecotoxicologica de las comunidades.
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El efecto que los embalses del Ter tienen sobneuy diferentes (Tabla 1). El Ter tiene una in-
la calidad de las aguas tras su paso por ellos taftaencia pluvio-nival en su parte alta, pero es
bién deberia reflejarse en la variabilidad. Lomarcadamente mediterraneo en su parte baja
embalses homogeneizan la calidad del agua($abateket al, 1995). Una serie de tres embal-
laminan sus caudales, haciendo mucho mas sgs, en la parte media del rio, constituyen una
milares los puntos aguas abajo. Es de espemportante interrupcion, afectando tanto a
una menor variabilidad en la respuestparametros fisico-quimicos como a biolégicos,
ecotoxicoldgica entre puntos tras el paso por l@eguas abajo (Puigt al, 1987). Los dos perio-
embalses. dos muestreados representan las fases de maxi-
mo crecimiento algal y revelan marcadas dife-
Este estudio tiene tres objetivos. Primero; deencias fisico-quimicas.
mostrar que una aproximacion utilizando tests
basados en comunidades, en el marco de un $2. Materiales y métodos
tema ecoldgicamente bien descrito y estudiado,
es fiable. Segundo; proponer una herramientaps sustratos artificiales (cristales matizados de
que facil y rdpidamente pueda predecir las cot-4 cn¥) se colocaron en soportes de metacrilato
secuencias ecoldgicas de un vertido de toxigose situaron en los diferentes puntos durante 4
en un punto del sistema fluvial, cuyas caractsemanas. En cada punto se llevaron a cabo me-
risticas fisicas, quimicas y bioldgicas sean calidas fisicas (temperatura, transmitancia de la
nocidas. Tercero; estudiar la variabilidad en Iz, velocidad del agua) y quimicas (pH, oxige-
respuesta ecotoxicolégica provocada por la mane disuelto) al colocar y retirar los sustratos. Los
cada estacionalidad del régimen mediterrane@tos quimicos (analitica quimica del agua,
(variacion temporal) y el efecto de los embalsesrazina y cobre) fueron obtenidas de «I’Agencia
(variacion espacial). Catalana de I'Aigua», que rutinariamente anali-
za el agua en los mismos puntos del estudio.
Area de estudioDiversos puntos a lo largo del
rio Ter (Fig. 1) fueron analizados en dos perid-0s sustratos se situaron evitando aguas estan-
dos diferentes, en verano y en primavera. Laadas, en zonas donde la velocidad oscil6 entre
puntos se distribuian entre el nacimiento y |4 cm st (Roda de Ter, Flaga) y los 80 cmh s
desembocadura, teniendo influencias humanéSetcases, Camprodon). La luz transmitida fue
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~ Tabla 1. PRIMAVERA pH Ta Cond  Sélidos O, DBO,  SRP NH, NO, TOC
o e e °C (uScm) (mglh) (mgLh (mgl) (mglY) (mgly) (mgLH (mgL?)
tos estudiados en la
primaveray verano dSetcases 8.14 6.2 78 8 10.3 - 0.102 0.15 0.5 1
1999. Las desviacio- _ R _ _ - R - - R -
oo iitizfgzzé ATg“ue_éémprodon 798 10 211 1353 1042 189 0159 0483 336 173
nos de los datos han 0.3 12 42.43 4808 0.45 0.18 0.065 0.375 1.46 0.17
sido cedidos por lavontesquiu 8.42 10.3 219.8 7.93 11.18 2.23 0.139 0.138 3.31 1.08
I(’(:igir;f:a Catalana de 032 06 38.42 0.66 0.12 0.14 0.027 0.049 17 0.02
Torello 8.02 12.3 334.7 24.57 10.67  4.44 0316 0236  3.22 2.14
0.25 0.9 15.56 2498 0.33 1.9 0.052 0.122 0.51 0.17
Roda de Ter 7.9 13.2 633.2 2423 958 6.6 0279 2626 2.86 4.46
0.26 0.5 46.9 5987 0.4 2.24 0.08 0.586 2.43 1.25
Cellera de Ter 7.94 8.7 514.8 3.4 9.87 2 0.342 057 8.89 2.98
0.39 0.8 52.56 0.094 0.57 0 0.301 0.66 571 0.45
Bescan6 7.58 12.3 535.3 14.8 10.5 2.11 0.15 0138 75 2.31
0.11 2.5 79.67 11879 0.05 0.7 0.041 0.065 1.76 0.11
Flaga 7.63 18 729.3 36 38.85  4.42 0.536  0.443 11.43 2.99
0.55 0.5 116 35261 39.29 0.88 0.181 0.031 2.42 0.48
Torroella 7.76 18.6 737.2 68.63  50.8 3.94 0.422  0.239 11 3.49
0.86 0.7 134.1 44831 56.33 1.93 0.052 0.043 2.79 0.44
VERANO
Setcases 8.14 10 80 8 10.3 - 0.11 0.4 0.3 1
Camprodon 8.13 15.7 273.7 1213 85 2.23 0782 0648  2.08 1.34
0.15 1.4 - 4525 1.46 0.69 1084 0.333 0.45 0.48
Montesquiu 8.43 15.8 264.7 1307  9.22 2.83 0.181  0.245 1.9 0.92
0.15 1.1 6788 1.25 1.18 0.079 0.167 1.08 0.16
Torello 8.19 19.7 334.7 59.27  7.93 478 0.266 0223 257 1.86
0.2 1.9 2923 2.03 1.84 0.049 0.113 1.56 0.47
Cellera de Ter 7.63 14.6 544.7 3.73 9.25 3 0.39 0.193 11.7 2.33
0.08 5.6 1886 1.77 1.41 0.533 0.132 2.4 0.75
Flaga 7.74 22.7 796.3 1233  8.74 3.55 0.392  0.408 9.12 2.62
0.17 1 0.283 0.04 0.47 0.129 0.067 0.16 0.4

estimada con un sensor sumergible, como la dieotoxicologicos se siguid un protocolo diferen-
ferencia entre la luz en la superficie del aguatg para cada toxico. Para el cobre, es necesario
los sustratos. un periodo largo de incubacion, y los cristales
se colocaron en canales artificiales (Navatro

Una vez se hubo completado la colonizaciom)l., 2000). Se utiliz6 agua de los mismos puntos
los cristales fueron transportados al laboratorigel rio, y se utilizdé un sistema de recirculacion
(el periodo maximo de transporte fue de 2 halurante 4 horas. Los valores de temperatura y
ras), separando los cristales necesarios pargpél del agua se mantuvieron en torno a los del
analisis de la comunidad (2 vidrios), clorofilario (+1 °C mediante un refrigerador; +0.01 pH
(5 vidrios), y tests ecotoxicologicos. El analisisnediante adicion de HCl al 0.5 %). Mantener el
de la comunidad consistio en la identificaciopH constante era especialmente importante, para
de los taxones, enumeracién (usando la técnipeeservar la especiacion del metal en las mis-
de Uthermdl’s tras sonicar los sustratos (Sabatenas condiciones que se darian en el rio. Se uti-
1988)) y estimacion del biovolumen (Mufetz lizaron ocho canales, uno para el controly 7 con
al., 2000). Se calculo el indice de diversidad deoncentraciones crecientes de cobre. Para cads
Shannon-Wiener (Shannon and Weaver, 1968pncentracion se utilizaron 5 réplicas (cristales).
utilizando los contajes de células. La clorofildPara la incubacion de atrazina (1 hora) se utili-
fue estimada mediante extraccion con acetorzaron 7 recipientes de vidrio para las concentra-
(90%) y medidas espectrofotométricas (Jeffregiones de atrazinay 1 para el control. En ambos
and Humphrey, 1975). Para los testgests se utilizaron como fuentes de luz lamparas



Chl-a) Concentracion

Shannon-Wiener;
Densid.) Densidad de

se incluyen los porcen-
tajes de las diferentes
formas vitales sobre el
total;
filamentosas (Fil),
Incrustantes (Inc), pos-
(Pos),
plancténicas (Pla),
pedunculadas, (Ped).
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Ch-a SW  Densid. Biovol. %Fil %Inc %Pos %Pla %Ped Tabla 2.
PRIMAVERA de _ clorofilaa en pg
Setcases 047 319 8.51E+05 5.41E+08 65 639 239 00 58 cm ; S-W) Indice de
Camprodon 442 158  4.84E+06 6.00E+08 654 274 61 00 1.0
Montesquiu 1415 299  7.91E+06 1.65E+09 433 142 275 00 150 ‘éfo'sgﬁ Big%lu:wrjn
Torell 123 203 1.76E+06 6.21E+08 63.8 13 250 00 100 algal en ur También
Roda de Ter 1.06 329 4.50E+05 4.66E+08 244 98 585 24 49
Cellera de Ter 282 270 2.70E+06 3.01E+09 130 00 829 00 41
Bescané 0.64 2.38  2.90E+06 2.18E+10 152 00 773 00 76 biovolumen
Flaca 184 295 527E+05 5.70E+09 167 00 667 125 4.2
Torroella 134  2.68 5.93E+05 8.76E+08 0.0 0.0 778 148 7.4 tradas
VERANO
Setcases 1.02 328 8.79E+05 2.43E+08 150 150 60.6 00 9.4
Camprodon 459 325 2.29E+06 7.72E+08 31.0 169 486 00 35
Montesquiu 7.99 155  7.87E+06 6.73E+08 784 98 109 00 1.0
Torell 0.84 349  3.41E+06 8.47E+08 300 292 262 73 7.3
Cellera de Ter 6.42  3.19  2.34E+06 6.91E+09 125 00 844 00 31
Flaca 281 229 1.03E+06 2.78E+08 32 266 67.0 32 00

halogenas (+110 umol fotones’rs* en la su- Valor normalizado = (EG punto — EG, mini-
perficie de los sustratos). ma)/ (EG, maxima — EG minima)

Las medidas de fluorescencia se llevaron a cahos valores de E( obtenidos en cada época
sobre el perifiton vivo. El rendimiento fotbnicoquedan comprendidos entre 0 y 1, siendo O el
fue utilizado como descriptor del efecto toxicomenor valor y 1 el maximo. De este modo po-
midiéndose una vez finalizadas las incubacionedremos comparar las varianzas entre diferentes
El rendimiento foténico (descrito como el co€pocas y entre diferentes tdxicos.
ciente entre (Fm’-F)/Fm’, (Falkowski and
Raven, 1997)) se midi6 utilizando un fluorimetr®.3. Resultados
de pulsos de amplitud modulada (PAM). Esta
es una técnica limpia y no destructiva. El rendicaracteristicas fisico-quimicas.El rio Ter
miento foténico en condiciones de equilibrio denuestra un ordenamiento longitudinal
luz y temperatura es proporcional a la tas@emarcable en la concentracién de sustancias
fotosintética (Hofstraadt al, 1994). Las medi- i6nicas (Tabla 1). La conductividad incrementa
das se utilizaron para estimar la concentraci@guas abajo en varios 6rdenes de magnitud. Los
efectiva que reducia el rendimiento fotdnico admbalses situados en su tramo medio son los
50% (EG) y al 10 % (EG). Estos parametros responsables de la alteracion de este patron (Ta-
fueron calculados a partir de una interpolaciébla 1) que afecta también a los sdlidos en sus-
log-linear, dando el rendimiento foténico de lapension (TSS). Los sélidos presentan una con-
muestras expuestas al toxico correspondiententracion maxima en los puntos anteriores a
como porcentaje de la actividad media de ldes embalses y en los localizados cerca de la
controles (que correspondia siempre al 100%0esembocadura, siendo menores aguas debajo
de los embalses. Las concentraciones mas ele-
Las relaciones entre los datos ecotoxicoldgicogsadas de nutriente se encuentran en la desem-
bioldgicos y ambientales fueron analizadas utbocadura y en el punto anterior a los embalses
lizando Andlisis de Correlacion de Pearson. Pafantre 422-540 pg-Lde fésforo reactivo solu-
estudiar la variabilidad espacial y temporal sble —SRP- y entre 8-12 mgtlde nitratos).
calculo la varianza de las EC normalizadas.
La normalizacién se llevo a cabo del modo prd-as medias basales de cobre (cuando son
puesto por Sabater y otros (1989):. detectables) en el periodo estudiado oscilan en-
tre 0.5 ug L (cerca del limite de deteccion, en
Bescanod) y 4.5 ygL(Roda de Ter, justo antes
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Tabla 3.
Correlaciones signifi-
cativas (p<0.05) entre
las EC de cobre y
atrazina y diversos
parametros fisicos,
quimicos y biolégicos.

EC,,Cu EC,Cu EC,, Atr EC , Atr
Altura sobre el nivel del mar - - 0.73 -
Biovol. de postradas - 0.84 - -
Biovol. planctonicas - 0.55 - -
Biovolumen algal - 0.95 - -
Cocconeis placentula - - 0.55 -
Chlorofila-a 0.87 - - 0.95
Densidad algal - 0.55 0.68 -
Flujo de agua - - -0.68 -
Gomphonema minutum - - 0.60 -
Gongrosirasp. - - 0.69 -
Maximo rendimiento fotonico 0.93 - - -
Navicula radiosa 0.54 - - -
NUmero de cianobacterias 0.93 - - -
NUmero de filamentosas 0.96 - - -
NUmero de pedunculadas 0.91 - - -
Oscillatoria limosa - - 0.65 -
pH - 0.71 - -
Solidos en suspension -0.73 - - -
Spirulinasp. - - 0.72 -
SRP - - 0.61 -

de los embalses). La atrazina oscila entre 0.0G tolerancia frente al cobre fue menor en pri-
ug L* (Montesquiu) a 0.03-0.08 (Roda de Ter ynavera que en verano. La E@el cobre en pri-
desembocadura). mavera oscilé entre 20 y 50 ug,Imientras que

en verano los valores mas comunes oscilaron
Estructura de la comunidad La mayor con- entre 100y 350 ugL En primavera los puntos
centracion de clorofilase encontrd durante lade cabecera (Camprodon) (16 ud)Ly
primavera (Tabla 2). Los valores minimos duMontesquiu (115 pugt), fueron los mas sensi-
rante este periodo pertenecen a los puntos bles . Este Ultimo volvi6 a ser el méas tolerante
cabecera, mientras que los maximos se enca@mn verano, con una Eaun orden de magnitud
traron antes de los embalses. En verano, las diayor que en primavera (1557 pg Cu).
ferencias entre puntos fueron mayores (Tabla 2).

La toxicidad de la atrazina también fue diferen-
Las diatomeas fueron el grupo algal dominante en ambos periodos. Las comunidades presen-
en todos los puntos. El biovolumen ocupado poaron mayores tolerancias en verano que en pri-
este grupo vario entre el 87 y el 95% del totamavera. En primavera los valores mas frecuen-
La forma vital dominante fue diferente, depentes de EC oscilaron entre 6 y 9 ugide
diendo del punto y del periodo (Tabla 2). Laatrazina, mientras que en verano el rango co-
formas incrustantes fueron las dominantes en logente de valores se encontraba entre 30 y 70
puntos de cabecera durante la primavera. Lag L* de atrazina. Los valores mas altos de to-
formas filamentosas representaron la mitad didrancia se encontraron siempre en puntos de
biovolumen en los tramos medios, por encimeabecera, con valores de entre 47-112 fig L
de los embalses. Las postradas son las domi-
nantes a partir de los embalses. Esta dominafsralisis de correlacion.Las relaciones entre
cia es mas evidente en verano. Finalmente, ks parametros ecotoxicoldgicos y el resto de
plancténicas aparecen principalmente en los traariables se estudiaron profundamente median-
mos cercanos a la desembocadura. te un analisis de correlacion de medias. Entre

las variables quimicas, el pH estaba relaciona-
La media del indice de diversidad de Shannodo con la EG de cobre, y el SRP conla gﬁe
Wiener es similar para ambos periodos. Peroddrazina (Tabla 3). La EQy la EG se relacio-
variacion entre puntos es mucho mayor en vearon principalmente con parametros vincula-
rano. También se observa que la variacion enttes con la biomasa y diferentes formas vitales
puntos es mucho mayor antes que después(@@bla 3). La clorofilaa se correlacioné
los embalses (Tabla 2). significativamente con la E(e cobre y la E(;

de atrazina. También se encontraron correlacio-
Tests ecotoxicologicosLa EG, para ambos nes significativas entre el namero de células de
téxicos esta indicada en la Tabla 4. En generalgas filamentosas y pedunculadas, de
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. . Tabla 4.
Puntos EC,atr EC_Cu Vertido atr Vertido Cu Eacf‘ Concentraciones
% efec. % efec. efectivas de cobre y
atrazina, en pg t, que
PRIMAVERA al_‘e(;tan enun 50% al ren-
Setcases 47,446 - 0.6 . qur#iﬁ;?dfé_cél'fﬁedle#??
Camprodon  4,4534 16,7 -72.0 -25.3 e
Montesquiu 9,9974 115,0 -50.0 2.6 g‘ggﬁnssgscsgéeumtgggi
Torelld 8,8919 22,4 -55.3 -13.2 Se ingiicg como el porcen-
1 n n ti-
Rodade Ter 7,6097 18,3 -59.7 131 vy o merements e
| fotosintéti
Cellera 9,4855 26,2 -52.6 -21.0 o o prover
Bescano 7,9782 27,4 -56.5 -0.3 ggfa;’galgxﬁigfgogfe?'
Flaca 7,7549 29,3 -57.7 9.1 otl ha L10 uglLl de
atrazina. LOS valores se
Torroella 6,5196 53,6 -61.3 22.3 han calculado a partir de
la relacion log-linear en-
tre fotosintesis y concen-
VERANO tracion de clorofila.
Setcases 55,131 281,32 -25.3 -18.8
Camprodon 112,02 349,75 -15.9 -0.1
Montesquiu 48,94 1558 -28.3 2.4
Torell6 36,2 95,397 -31.5 -19.8
Cellera 76,2 321,89 -16 1.3
Flaca 32,0 106,62 -34.9 8.2

cianobacterias con la EQle cobre (Tabla 3). tipo de tests en comunidades naturales.
Algunos taxones de cianobacterias y algas moSntre los factores ambientales, el caudal (alto
traron correlaciones significativas con las,fFCen primavera, bajo en verano) pudo causar las
de cobre y atrazina. diferencias observadas en el patron espacial. Las
diferencias entre los dos periodos se relacionan
Variabilidad espacial y temporal.La varianza con la dilucién: mientras que el mayor flujo de
obtenida para el conjunto de las {ihcluyen- agua en primavera minimiza las diferencias en-
do las de atrazina y cobre) en primavera fue diee puntos (Sabatet al, 1991), el periodo seco
0.097, un poco menor que la de verano, 0.13del verano provoca una mayor variabilidad en-
Para antes de los embalses se calculé una dies-ellos. Las diferencias en este periodo se rela-
viacion de 0.162, mucho mayor que la calculazionan con una menor precipitacién (especial-
da para los puntos aguas abajo de los embals@gnte en el tramo bajo), lo que determina que
0.025. El desglose por periodos y épocas se dias caracteristicas del agua dependan en mayor
talla en la Tabla 5. medida de los aportes locales. Asi pudimos ob-
servar que la varianza de la respuesta
ecotoxicologica de las comunidades era mayor
enverano (0.131) que en primavera (0.097). Esto
El patron observado en la respuesteonfirmé nuestra hipotesis de partida. La im-
ecotoxicoldgica de las comunidades algalgsortancia de la homogeneizacion de las carac-
microbentonicas en el rio Ter difiere segun déristicas del agua en la respuesta de las comu-
periodo estudiado. Las comunidades desarrollaidades puede observarse también a escala es-
das en primavera son mas sensibles que las gecial, con el efecto de los embalses. La varianza
sarrolladas en verano (Tabla 4). Estas difereas mucho mayor antes de los embalses (0.162)
cias son consecuencia de factores ambientalpse después (0.025).
y biolégicos que deberan ser tenidos en cuenfacausa de la estratégica situacion de los em-
a la hora de interpretar los resultados de edtalses, en el tramo medio del rio (Sabetei.,

5.4. Discusion
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Tabla 5. Primavera Verano Variacién espacial
Detalle de los célculos

de la varianza calcula-

daconlosvaloresnor- - Antes de los embalses 0.175 0.165 0.162
e eos oo Después de los embalses 0.010 0.066 0.025

Ter. Se observa un ma-

fecto de | - s
balses que del tompe. Variacion temporal 0.097 0.131

1995) éstos actuan como reguladores de la cdatillard, 1976, Anderson and Morel, 1978).
centracion de nutrientes, de contaminantes, @iste otro efecto indirecto sobre la respuesta
solidos en suspensidn y del caudal del rio sobeeotoxicologica de las comunidades algales,
los tramos inferiores (Armenget al, 1990). provocado por los nutrientes. La concentracion
El cobre, por ejemplo, pasa de una concentrde estos difiere de un modo remarcable entre
cion de 0.0045 pgta niveles no detectablesprimaveray verano y entre aguas arriba y deba-
después de los embalses. Los mecanismos ijo-de los embalses (Tabla 1) (Sabattmal,
plicados en la desaparicién del cobre serian 1895). Con seguridad podemos decir que la
sedimentacion del material en suspensién y faayor disponibilidad de nutrientes en unos pun-
actividad fotosintética. tos determiné una mayor biomasa, densidad
Los sdlidos totales en suspensién afectan adigal y composicion de la comunidad (Biggs,
disponibilidad del cobre a causa de su capad995, Guasckt al, 1995, Doddet al,, 1997).

dad de adsorber y complejarse con él (McKnigliste fue el motivo que provoco que los
and Morel, 1979, Stumm and Morgan, 1981)parametros relacionados directamente con la
Aunque parezca una contradiccion, la correldsiomasa se correlacionaran significativamente
cion negativa entre las EQle cobre y la con- con las EG, y EC  de cobre y atrazina (Tabla
centracion de material en suspension puede €% Esta relacion puede estar vinculada a la in-
plicarse en el marco de la discusion anterior. Ldkiencia que el acimulo de biomasa tienen so-
solidos en suspension serian capaces de prdbee la disponibilidad de luz, nutrientes y otras
ger a las comunidades, complejando parte d&listancias disueltas (Hill and Knight, 1988,
cobre libre y reduciendo la concentraciomMulhollandet al, 1995, Steinmaet al, 1995).
biodisponible en el agua. De este modo, est&& sabe que la penetracidn de los metales en los
comunidades estarian menos expuestas al defilms esta limitada por su grosor, que depen-
bre, siendo pues mas sensibles que las otras, rdasdel acimulo de biomasa (Admiraslal,
expuestas (PICT concept) (Blanck and999, Ivorraetal, 2000). También los exudados
Wangberg, 1988). de polisacaridos son capaces de adsorber
El otro mecanismo implicado en la reducciorficientemente metales, reduciendo su penetra-
de la concentracion de cobre estaria ligado ad&n en la célula (Decho, 1990, Ivorea al,
actividad fotosintética del plancton. En el estu2000).

dio de Xue y Sigs (Xue and Sigg, 1990) se de-

muestra que los valores mas bajos de concdms factores ambientales, en coincidencia o no
tracion de cobre libre, se obtienen coincidiendoon los nutrientes, tienen una gran importancia
con maximos de actividad fotosintética (maxien la respuesta toxicolégica global de las comu-
mas condiciones alcalinas) en un embalggdades algales. Un ejemplo: la minima toxici-
eutrofico. Este efecto explicaria tanto la corredad de la atrazina observada en Setcases y otros
lacion obtenida entre la Ele cobre y el valor puntos de cabecera del Ter (Tabla 4) esta rela-
méaximo de rendimiento fotonico obtenido ertionado, seguramente, con la menor disponibi-
cada punto (Tabla 3) como la encontrada entlidad de luz (debido a la sombra producida por
la EC, de cobre con el pH; a mayores tasasnos bosques de ribera mas desarrollados y me-
fotosintéticas mayores condiciones alcalinas jpr conservados) y a la subsiguiente respuesta
menor toxicidad del cobre. A menores pH ldisiolégica de la comunidad. Varios trabajos de
biodisponibilidad y toxicidad del cobrelaboratorio y campo indican que la toxicidad de
incrementa, ya que crece la proporcién de cta atrazina se relaciona con la fotoadaptacion a
bre libre -Cu? (Stadorutet al, 1987), una de bajas intensidades luminicas, provocando un
las formas mas toxicas del metal (Sunda ardkscenso en el efecto toxico en concordancia
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con el incremento de carotenoides y otrode otros estudios similares (Fiore and Trevors,
pigmentos accesorios (Milliet al, 1992, 1994), en que se observa una mayor tolerancia
Guasch and Sabater, 1998). de ciertas cianobacterias frente al cobre. Algu-
nos de los mecanismos propuestos pueden ser
Entre los factores biolégicos encontramos llms sistemas de proteccidn, basados en protei-
composicion de las comunidades. A pesar de gnas queladoras de los que disponen (Fiore and
la densidad de cianobacterias se relaciona cérevors, 1994).
la EC,, de cobre (Tabla 3), el Gnico taxon
correlacionado positivamente con este parametim cuanto a posibles interacciones entre ambos
ecotoxicolégico fue la diatomeldavicula téxicos, a las concentraciones encontradas en
radiosg una diatomea comun en el tramo menuestros sistemas naturales, no parecen presen-
dio del Ter (Sabatest al, 1991). Se ha descritotar ningun tipo de interaccion (Roberts, 1990).
una mayor tolerancia de las cianobacterias freri# cobre actia a nivel de toda la biota, mientras
a metales pesados como el zinc (Whigoal, que la atrazina es altamente especifica de las
1981, Say and Whitton, 1982), pero no son c@élulas fotosintéticas. También podemos desta-
rrientes en ambientes contaminados con cobear que mientras que las E@e atrazina osci-
(Leland and Carter, 1984). En un experimentolan entre 6.5 y 112 pgi(variacion de 17 ve-
largo plazo (Soldo and Behra, 2000) se deteces), las de cobre oscilan entre 16.7 y 1558 (va-
minod que la exposicion a altas concentracionemcion de 93 veces). La explicacion podria es-
de cobre (5 uM) causaba un cambio de dontiar relacionada tanto con el mecanismo de ac-
nancia en la comunidad en perjuicio de lasion como con el de penetracion en las células.
cianobacterias y a favor de las cloroficeas. Bdlientras que la atrazina afecta especificamente
el mismo experimento las diatomeas mantuviex la fotosintesis y tiene pocos problemas para
ron una proporcion similar tanto bajo las conHegar a todas las células de la comunidad, el
centraciones mas elevadas de cobre como endadre se encuentra con varios problemas, des-
condiciones control. Takamura (Takamuragritos en parrafos siguientes, ademas su meca-
1989), midiendo el efecto del cobre sobre la fatiismo de accion es menos especifico, por lo que
tosintesis, determind también la alta sensibilla cantidad de biomasa influira notablemente en
dad de las cianobacterias frente al cobre, adiefecto que tendra sobre la comunidad, mien-
como la mayor tolerancia de las cloroficeas tyas que la toxicidad de la atrazina no se vera
algunos taxones de diatomeas. La toxicidad den afectada por ese factor. Cabe resaltar que
la atrazina también se correlaciona con una masentras que la toxicidad del cobre se ve afec-
yor proporcion de cianobacterias, cloroficeas tada por las variaciones de pH, éstas no parecen
diatomeas (Tabla 3). Las comunidades daterar al efecto de la atrazina (Roberts, 1990).
diatomeas son en general mas tolerantes quellascomparacion entre las conclusiones deriva-
dominadas por cloroficeas (Goldsborough andas de las comunidades naturales de este estu-
Robinson, 1987, Guasch and Sabater, 1998), qtie y las conclusiones obtenidas bajo condicio-
son entre 8 y 10 veces mas sensibles (Baingnes mas controladas de laboratorio o
al., 1998). Tres de las comunidades méas sengiesocosmos (de los trabajos citados) muestra
bles a la atrazina estaban dominadas pana gran coherencia. Los tests que se basen en
cloroficeas (Bescano, Flaca y Torroella), mierel uso de comunidades naturales, de sistemas
tras que el lugar menos sensible tenia una bdljaviales bien conocidos, estaran mas préximos
proporcion de este grupo. Hay algunas especiasa realidad ecoldgica de los sistemas naturales
de diatomeas ligadas a sistemas acuéticos @@airns and Niederlehner, 1987). Esta conclu-
zohas mineras, ricas en cobBeenedemus sp.,sién los convierte en una valiosa herramienta
Oedogonium sp., Ulothrix sp., Achnanthegpara la valoracion de riesgos ambientales. La
minutissima, Cymbella minuta, Nitzschia paleagxpresion empirica obtenida al calcular g EC
Synedra ulnaDouglas, 1998). El punto maso la EG puede ser utilizada para estimar el efec-
sensible de nuestro experimento, Camprodon emque una concentracion de toxico tendra sobre
primavera, es el que menor nimero de células parametro ecotoxicolégicamente relevante.
pertenecientes a estas especies presenta (3.3%).
Otra de las correlaciones positivas halladas It el caso del Ter, he descrito dos escenarios
sido entre las EG de cobre y el nUmero deque pueden afectar al rendimiento fotonico. El
cianoficeas. Esta observacion concuerda con lasmer escenario es realista considerando el
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marco del presente estudio; las concentraciones
de cobre y atrazina encontradas en el rio Ter. Se
describe el efecto que una exposicion a 10 ug L
! de cobre durante 3 horas tendria sobre las co-
munidades algales microbentonicas del rio. El
segundo explora la respuesta a una exposiciéon
a una concentracion alta de atrazina (10 fug L
de atrazina durante 1 hora) (Huber, 1993), que
aunqgue no ha sido nunca registrada en el Ter, es
posible encontrarla en otros rios (Solonmain

al., 1996). Por tanto, la adaptacion a esta con-
centracion de cobre podré darse en algunos de
los puntos estudiados, pero no ocurrird asi en el
caso de la atrazina.

Se dan diversos tipos de respuesta en cada esce-
nario. Mientras que algunas comunidades son
afectadas solo ligeramente por el hipotético ver-
tido, otras muestran importantes caidas en su tasa
fotosintética; otras incluso exhiben un modera-
do incremento de la actividad (Tabla 4). En el
caso de la atrazina, el efecto sobre la tasa
fotosintética es devastador en la mayor parte de
los casos, especialmente en primavera. En el
caso del cobre y debido a la baja concentracion
testada, se provocan ligeros descensos (sobre el
20 % en algunos puntos).

Podemos concluir que el uso de los tests fisio-
l6gicos resulta adecuado cuando nuestro objeti-
vo sea el de valorar a priori las consecuencias
que el vertido de un producto téxico tendra so-

bre el sistema fluvial, prediciendo la intensidad

e irreversibilidad de los efectos. Mas aun, una
de las informaciones que proporcionan estos
tests (el clasificar las comunidades en funcion
de su tolerancia frente a determinada concen-
tracion de toxico), puede contribuir a planear

soluciones ante accidentes y problematicas
medioambientales.
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Fotografias

FOTOGRAFIAS

Foto 1.El primero de los puntos de trabajo se situaba cerca del nacimiento del rio Ter en
Setcases, en pleno Pirineo. Las caracteristicas de este tramo son las tipicas de los rios de
alta montafia: bajo caudal, velocidades de la corriente elevadas, altos porcentajes de oxige-
no, concentraciones bajas de nutrientes y una muy baja o nula influencia humana. En este
punto los soportes se colocaron en zonas de corriente cercanas a la orilla y sujetos a piedras
en los que se habia practicado un taladro y fijado un cancamo. A pesar de que resultaban
practicamente invisibles, en uno de los muestreos nos resulté imposible realizar la dosis-
respuesta debido a la desaparicion del soporte, seguramente retirado por algun turista o
pescador. Este incidente evidencia el hecho de perder un mes de trabajo, por la simple
curiosidad de la gente. Este tipo de accidentes deberian tenerse en cuenta a la hora de
planificar y disefiar experimentos de campo.
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Fotos 2 y 3El siguiente punto aguas abajo de Setcases era Camprodoén (Foto 2). El punto se situaba antes
de la entrada del rio en la citada ciudad, en una zona de poca profundidad, con fondo de guijarros y veloci-
dad elevada. El soporte se coloniz6 cerca de la orilla. Las rocas estaban colonizadas principalmente por
diatomeas. El punto siguiente era Montesquiu. Se encontraba aguas abajo del pueblo del mismo nombre, en
una zona donde el rio se extendia por diversos brazos separando una serie de islas, que en temporada de
aguas altas quedan cubiertas. El soporte se situaba en uno de los brazos con una corriente moderada.
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Fotos 4 y 5EI siguiente punto, aguas abajo de Camproddn era Torell6 (Foto 4). Se situaba en la entrada
pueblo en una zona de poca profundidad, donde el agua circulaba sobre losas y con baja velocida
caudal sigue siendo bajo. El soporte se colonizé cerca de la orilla, en una zona donde el agua discurri
cierta velocidad. En este punto el cauce y orilla comenzaban a acusar las actividades humanas, con pr
cia de residuos de todo tipo. El punto siguiente era Roda de Ter, a la salida del pueblo y en la Ultima ref
antes de entrar en el embalse de Sau. Era la zona mas polucionada. El agua era de color gris y la colc
cion sobre los soportes fue la menor de todos los puntos estudiados. Los soportes se situaron cerca
orilla'y de la superficie, ya que dadas las caracteristicas del agua, la luz apenas penetraba en la colum
agua.
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Fotos 6 y 7.Tras el sistema de embalses de Sau, Susqueda y Pasteral, encontramos el siguiente punto,
Cellera de Ter (Foto 6), situado muy préximo a la salida del dltimo de los embalses. El caudal aqui sufria
fuertes oscilaciones dependiendo de las salidas del embalse. El soporte se situé en uno de los brazos con
mayor caudal para evitar que se pudiera quedar en seco. Es uno de los puntos del tramo medio del rio con
una mejor conservacion de los méargenes y del cauce del rio desde el punto de vista del paisaje. El punto
siguiente es Bescano, antes del paso del rio por el pueblo del mismo nombre. Es una zona donde el rio se
divide en numerosos brazos, de poca profundidad, con lecho de cantos y gravas gruesas. El caudal presenta
fuertes oscilaciones, modificando la morfologia del cauce. En la foto se muestra uno de estos momentos (en
que abren compuertas en los embalses), en que se inundan parte de de las islas delimitadas por los brazos,

sumergiendo numerosos macrofitos.
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Fotos 8 y 9. El pendultimo punto es Flaca (Foto 8). Aqui el rio pasa por debajo de un puente, a través
tuberias. El caudal es ya muy elevado y el soporte se colocé en la salida de una de las tuberias, sobre ur
de roca. El cauce del rio en estos puntos finales del recorrido es muy ancho (entre 60 y 80 m). El agua ci
a velocidades muy bajas. En el Gltimo punto (Foto 9) en Torroella de Montgri la baja velocidad junto cor
elevado caudal permite la acumulacion de algas flotantes en grandes cantidades, lo que no impidié el c
miento de perifitdbn sobre nuestro soporte. Los margenes del rio en estos dos puntos se encuentran prof
mente humanizados, siendo lo mas comudn encontrar campos de cultivo.
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LA RESPUESTA

ECOTOXICOLOGICA EN CONDICIO-
NES EXTREMAS. EL CASO DEL RIO
TINTO

6.1. Introduccion

Sdlo una infima proporcidén de los ecosistemas acuaticos continentales son extremadamente
dos, presentando unos pH por debajo de 3.5. La mayor parte de estos ecosistemas se han or
do como consecuencia de los acidos minerales que se incorporan al agua de modo natural (2
volcénicas, drenado de cuencas metaliferas) o por accion del hombre mediante explotaciones
neras. Estas explotaciones mineras de metales representan importantes fuentes de contamin
para las aguas continentales. La falta de una legislacion proteccionista hasta fechas reciente
provocado profundas alteraciones en el medio cercano a este tipo de explotaciones (Ehapm:
al., 1983, Jacobson and Sparksman, 1988, Wood, 1991, Lotteret@ed 997, Lottermosest

al., 1999). Este tipo de ambientes se encuentran por todo el planeta y aunque presentan una
variabilidad quimica, dependiendo del origen de los acidos (Gross, 2000), sus comunidades bi
gicas presentan similitudes (DeNicola, 2000). Estas comunidades biolégicas estan compuesta:
un pufiado de invertebrados, bridfitos, algas, hongos y bacterias (Schwartz and Schwartz, 1
Brock, 1978, Albertano, 1995, DeNicola, 2000) que han logrado adaptarse. Algunas de las al
presentes se encuentran en los limites de su rango de tolerancia de pH, siendo habituales er
tipo de medios, mientras que otras son exclusivas de ambientes acidos (DeNicola, 2000). AlgL
de estos hongos incluso ven inhibido su crecimiento a pH cercanos a la neutralidad (Campbell
Stokes, 1985).

El rio Tinto tiene una longitud de 92 Km. y una cuenca de 1.676 Birana en su cabecera
(37°43'30" N 6°33'44” W) una cuenca metalifera (Franja Piritica del Sur-Oeste Ibérico) que lley
siendo explotada por el hombre desde tiempos anteriores a la colonizacion romana (culturas Tar
y Fenicia, del 3000 al 1000 A.C.). Hasta los siglos XVIII 'y XIX hubo una explotacién constant
pero siempre a pequefa escala. A partir de 1830 se introdujeron nuevos procesos (las teteras
incrementaron el rendimiento de la extraccion de minerales, a costa del medio ambiente. Los v
res sulfurosos producidos por estos métodos contribuyeron a una rapida degradacion del entc
La eleccién de este rio se basa en sus peculiaridades, ya que al drenar una cuenca rica en yaci
tos minerales sulfurados y explotados a cielo abierto, presenta un pH marcadamente acido,
carga de metales es varios 6rdenes de magnitud superior al resto de rios de la peninsula
comunidades bacterianas y algales son muy diferentes de las del Ter (Lopez Archilla and Arr
1999) y similares a la de otras zonas metaliferas (Lotterrabakri999, DeNicola, 2000, Brake

et al, 2001).

Este rio fue muestreado durante tres PERIODOs: en junio y diciembre de 1999y en junio del 2(
con la intencién de caracterizar sus comunidades y su respuesta frente al cobre. Se trabaj
varios puntos, cercanos a la localidad de Minas de Riotinto (Tabla 4), en la parte alta del rio. (
el fin de estudiar la respuesta fotosintética con mayor detalle en la Gltima de las campafia:
recogieron muestras de la comunidad que se transplantaron a un canal artificial, en los laboratc
de la Universidad de Barcelona, donde por espacio de 3 meses se hicieron crecer las algas, cc
lando diversos parametros.
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Tabla 1. Localizacion
de los puntos de traba-

Punto Distancia al nacimiento (km) Latitud Longitud jo.
Pefa Hierro 0.5 37° 43 30.95” 6° 33’ 44.09”

La Naya 8.75 37° 40’ 25.24” 6° 33’ 5.28”

Rio Tinto 22.75 37° 35’ 31.52" 6° 32’ 58.61"

La Palma 50.25 370 25’ 29.33” 6° 36’ 35.57"
Niebla 66.25 37° 20’ 49.16” 6° 42’ 25.80”
Debido a la presencia desde tiempos histérice Mapa.

de cobre en sus aguas, la tolerancia de las ¢
munidades algales del Tinto, en concordanc
con el concepto presentado en el PICT (Blanc
1988) debe ser mucho mayor que la presenta
por las del rio Ter. Nuestro objetivo es realiza
una descripcién de las comunidades del rio
valorar la respuesta frente al cobre en contras

Minas de Riotinto,

Rio Tinto &

@ Peifia Hierro

@ La Maya

Situacion de los puntos
muestreados en el rio Tin-
to. Como caracteristica par-
ticular, este rio drena una
cuenca rica en yacimentos
minerales sulfurosos, que
provocan un pH extremada-
mente bajo de modo natu-
ral, siendo habituales los
valores de pH entre 1.5y 3.

con la respuesta observada en las comunidac
del rio Ter.

6.2. Materiales y métodos
e La Palma
Se realizaron tres campairias; julio de 1999, c
ciembre de 1999, julio 2000. Los resultados d
los diferentes muestreos pueden verse en |
Tabla 1 (variables fisicas y caudales) y Tabla
(concentracion de metales). La metodologia ¢
la vista hasta ahora (capitulo 1.) basada en son-
das de campo y analisis de ICP-OES peratura ambiente. Las muestras se titularon con
electroforesis capilar. una solucién 0,1 N de NaOH hasta un pH de 3.7
con un titulador Metrohm mod. 720. El resulta-
Se recogieron muestras de las diferentes comip obtenido se expresa en mg de CaCOa
nidades algales para identificar las especies (cam pH de 3'7.
servadas en formol al 4%) y para la valoracion
de clorofilas (congeladas en nitrégeno liquid®ara la realizacién de tests de dosis-respuesta,
hasta su procesado). Para la medicion de les seleccioné una masa algal consistente (la co-
caudales se realizaron transectos de velocidaunidad predominante), lo que permitio
des en el lugar del cauce mas propicio para ellwocearla con facilidad, sin menoscabo de su
Se realizaron también varios muestreos cualitastructura. Las porciones (de aproximadamente
tivos de los diferentes habitats para identificak cn?) se introdujeron en viales de 25 ml. de
microinvertebrados. capacidad, llenos con 10 ml. de agua del rio
donde se habia disuelto el patrén de cobre (1 g/
Hasta ahora s6lo habiamos valorado IB, hastalograr las concentraciones deseadas (ver
alcalinidad de las muestras de agua, pero en €$tbla 3). Las lecturas con el PAM (capitulo 1)
caso tuvimos que valorar la acidez. Cuando ke realizaron a la sombra, con luz indirecta (262-
muestra contiene, como en este caso, iones n284 UE nt s?), la incubacion se realizé con una
talicos hidrolizables o formas reducidas dduminacion de entre 1200-1600 uE?rs?. El
cationes polivalentes, se deben tratar las mudiEmpo de incubacién fue de 6 horas. La tempe-
tras con el método del perdxido caliente (APHAratura se mantuvo constante a 27 °C mantenien-
1999). De este modo, se garantiza la oxidacid@o los viales en un soporte de metacrilato, su-
de cualquier compuesto reducido; al hervir dunergido en el mismo rio Tinto. Transcurrido ese
rante 5 minutos se logra una hidrélisis aceleréiempo, se extrajeron por el mismo orden en que
da (200 pL de peroxido de hidrogeno, en 25 gomenzaron su exposicién al cobre, hasta cum-
de muestra. Posteriormente se deja enfriar atepiir las 5 horas de exposicién en todos los ca-

Huelva Niebla

10 20 30 Km.

Océano Atlantico
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Tabla 2.
Variables fisicas y quimicas.
Los valores de los metales, car-
bono organico disuelto (DOC)
y oxigeno estan expresados en
mg L?, el fésforo reactivo so-
luble (SRP) en micromolar, la
alcalinidad en mg de CaGO
1apHde 3.7, la conductividad
(Cond) en microsiemens, el
material en suspension (MES)
enmg L'y el caudal en Ls

Punto Pefa del Hierro La Naya Pefia del Hierro La Naya Pefia del Hierro
Fecha 30/6/99 30/6/99 20/12/99 20/12/99 30/06/00
Acidez 4318 4495 - - -

Ca 390.5 231 240.1 197.3 295.66
Cd 0.7775 0.7525 O 1 3.44

Cl 3362 1778 - - 650.5
Cu 43.75 70.375 34.9 112.4 28.92
DOC 8.31 10.4 7.9 13.5 -

Fe 2630 27325 3325.8 3068.3  2497.6
K - - 7.6 6.7 32.16
Mg 392 484.5 248.8 320.9 301.36
Mn 142.2 49.125 82.1 54.2 122.96
Na 41.05 59.85 324 54.5 31.98
NO3 0.54 0.9 5 5 0

Pb 0.7075 0.6225 1.8 1.7 3.68

S 3392.5 3497.5 2859.2 1744.2  3064.8
SO4 9247 23662 16180 22300 14750
SRP 5.8 14 105.6 320.8 -

Zn 168.1 359.75 82.1 192.3 129.7
Hora 11 12 12 1211 -

pH 2.44 2.49 1.54 1.85 2

T°C 22.17 27 15.97 12.90 27.2
Oxigeno 4.8 2.96 6.40 7.30 5.34
Oxig %sat  62.75 37.85 73.00 77.00 70.3
Cond 7.83 10.6 20.50 16.30 11.01
MES 58 44 24 22.7 -
Caudal 1.79 82.3 0.52 119.7  0.399

sos, midiendo el rendimiento fotdnico y la fluo-conservados en camaras frigorificas a 2 °C. El
rescencia basal. agua en el canal (un volumen de 6 litros) se cam-
biaba cada 7 dias, sin que las variables fisico-
Para el estudio de las comunidades en el laborasimicas controladas sufrieran variaciones du-
torio se construy6é un canal con sistema dante ese tiempo. La comunidad fue muestreada
recirculacién del agua, que se mantuvo en fuperiédicamente para controlar el rendimiento
cionamiento durante 81 dias. El canal disponfaténico. Una vez pasado el PERIODO de co-
de un sistema de refrigeracion, que permititbnizacién de los sustratos artificiales (vidrios
mantener un ciclo diario de temperaturas simde 1.2x1.2 cm) en vez de renovar el agua del
lar al que la comunidad experimentaba en stanal, se completaba el nivel. De ese modo, a
medio natural (entre 20 y 30 °C). La velocidagartir del dia 50 se reprodujo el efecto observa-
del agua oscilaba entre 7 y 10 cfnlsa ilumi- do en numerosas zonas de los margenes del rio,
nacion fue la natural (maximos de 1400 pE mdonde no se renovaba el agua, produciéndose
s?), ya que se situé en uno de los invernaderosia concentracién mayor de los solutos por eva-
de la facultad de Biologia de la U.B. El transporacion.
porte de la comunidad se realizé en su propia
agua refrigerada. La comunidad, filamentosdara la extraccion de pigmentos se recogieron
fue colocada en el canal y anclada mediante aauestras de los biofilms y se conservaron en
tructuras de plastico, donde los filamentos quagua filtrada (MilliQ) tamponada con Acetato
daban retenidos. El agua del canal era la del pie Amonio (AA) al 0.3 M y congeladas en ni-
pio Rio Tinto, para lo cual se trajeron 250 Ltrogeno liquido. En el laboratorio las muestras
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Comunidad tonalidad
verde oscuro (A)

Junio 1999

Pinnnularia acoricola(90%)
Euglena mutabili§5%)
Klebsormidium si§5%)
(417)

Diciembre 1999

Pinnularia acoricola(50%)
Euglena mutabilig40%)
Chroococcus s5%)
Gloeocapsa sf4%)
Hongos(1%)

(592)

Junio 2000

Klebsormidium sf95%)
Euglena mutabili&%)
(280)

Tabla 3.

Composicion de las dis-

tintas comunidades (%

del nimero de células)

encontradas en el punto
de Pefia del Hierro. Los

Hongos no se identifica-

ron. Para ver una lista de
los géneros presentes
habitualmente en este rio

Comunidad tonalidad
verde intenso (B)

Euglena mutabili§60%)
Pinnularia acoricola(40%)
(586)

ver Amils et al. (2001).
En negrita el valor del
rendimiento fotonico de
una muestra de cada co-

Comunidad tonalidad
marron (C)

Pinnularia acoricola(90%)
Euglena mutabili§10%)
(515)

Euglena mutabili§60%)
Pinnularia acoricol30%)
Gloeocapsa sfB3%)
Chroococcué3sh)

Dermocaf@#)
(240)

munidad.

se sometieron a un proceso de liofilizacion. Los
pigmentos se extrajeron a partir del material
desecado con 4 mL de acetona al 90% (

Campafa

tamponada al 0.15M AA). El extracto sefiltré a 57,99

través de un filtro Whatmam®NODISC 25 (0.1

20/12/99

pm de diametro de poro) y analizado inmedia- 6/6/00
tamente mediante HPLC.

Chl-a pg cn?
0.3
0.9
11.3

Tabla 4.Concentraciones de
clorofila-a en Pefia del Hie-

rro para la comunidad des-
crita como A en la tabla 3.

Los valores maximos son
similares a los hallados en el
canal artificial tras 82 dias
de crecimiento y similares

también a los valores maxi-
mos hallados en el rio Ter en
primavera.

La separacion de pigmentos se llevé a cabo

mediante unWaterg 600E Multisolvent

Delivery SystemynAutosampling Wategs717  procedentes de la Coleccion de Cultivos de Al-
con unidad de refrigeracién incorporada (4°Qjas y Protozoos (CCAP). ChJ-Chlb, y ??7?-

y una columna C-18 (Spherisorb ODS-1, 250 garoteno se obtuvieron de derivados de forbinas
4.6 mm, 5 um particle size). La deteccion seée Sigma,preparadas mediante acidificacion
realizo mediante uRhotodiode Array Detec- con HCI 0.1 N (Zapatat al, 1987). Los coefi-

tor Waterg 996 Para la deteccion de los picogientes de extincion utilizados son los tabula-
de carotenoides y forbinas se ajustaron las lodes por Rowan (Rowan, 1989) y Wright (Wright
gitudes de onda de lectura a 440y 660 respedti-al, 1991).
vamente. La separacion analitica se consiguio

mediante un gradiente linear (1.2 mL Min 6.3. Resultados

usando una modificacion del sistema descrito

por Wrightet al. (Wright et al, 1991). Tras la Descriptiva. El nacimiento del rio se encuentra
inyeccion de una muestra (40 pL de extract@n Pefia del Hierro. Es una antigua zona mine-
los pigmentos eran eluidos mediante el gradienta, con abundantes restos de escoria mineral (re-
desde el 100% de eluyente A (MeOH/ACN&iduos del mineral procesado en hornos para la
MilliQ (51:36:13) + 23.124 g AA) hasta el 75%extraccion de metales). El rio discurre entre es-
del eluyente A en 5 minutos (y 25% del B)tas escorias, con abundantes precipitados
Luego durante 5 minutos se mantenia elulfurosos en los margenes del cauce y en las
gradiente estable y luego durante otros 10 niiecas que sobresalen de él. Las zonas cubiertas
nutos se llegaba hasta el 100% de eluyented® escoria, ocupan una superficie considerable
(EtilAcetato/ACN (70:30)). Luego la composi-alrededor del cauce, y en éstas no se encuentra
cion de solvente volvia a las condiciones inicianingun tipo de vida vegetal. A unos 20 m. en-
les durante 5 minutos y se dejaban otros 5 mgentramos un bosque de Eucaliptus con algun
nutos para estabilizar el sistema antes de progeno en uno de los margenes. El lecho es hete-
der con una nueva inyeccion. La correcta idemegéneo con rocas, guijarros, grava y precipita-
tificacion de los pigmentos se comprobd medos sulfurosos.

diante una libreria de espectros de pigment&$ punto de la Naya se encuentra en medio de
obtenida de extractos de cultivos algales purama zona de extraccion a cielo abierto, carente
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Pefia del Hierro La Naya Pefia del Hierro La Naya

Listado de  los 30/06/99 30/06/99 20/12/99 20/12/99
macroinvertebrados. Los F. Chironomidae. - - - -
muestreos fueron cuali- SF. Orthocladiinae 22 - 4 -
tativos. pupas 1 - - -

adultos 1 - 1 4

SF. Chironominae - 2 - -

F. Psychodidae - 1 - -

pupa - - - 1

F. Tipulidae - - 1 -

Tabla 5.

Coleoptero sp.1 1 1 - -
Coleoptero sp.2 - 1 - -

Heterdpteros - - - -
F. Corixidae. - - - -
Parasigara sp. Presente - - -
F. Notonectidae - - - -
Notonecta maculata Presente - - -
Anisops marazanofi Presente - - -
Heteropter juvenil - 1 - -

Hidracaro - - 1 -

de vegetacion en varios cientos de metros ataayores en dos 6rdenes de magnitud al maxi-
redonda. Se amontonan colinas de escoria y d® encontrado en el rio Ter, 0.860 mS'cha
mineral a ambos lados del cauce. La comun&cidez (titulacion hasta pH 3.7) oscil6 entre 4318
dad encontrada en las dos campanias fue la misg CaCO3 E hasta 4496 mg de CaCO3.IE|

ma; un tapete muy laxo, que se desprende cphl oscilo entre 1.54 y 2.49, valores muy infe-
facilidad al tacto, de color verdoso con filamenriores al rio Ter con valores entre 7.5y 8.8.

tos muy cortos.

El paraje de Rio Tinto, carece de bosque de Lia analitica de nutrientes para Pefia Hierro arrojo
bera, pero aparecen algunas encinas aisladas jl@s- siguientes resultados medios: 0.18 mmig L
to al cauce. Zona de rocas y losas, sin ningie PG?,, 3362 mg L' de Ci, 9247 mg L' de
tipo de comunidad apreciable. La ausencia caS0?, 0.54 mg L' de NO, y 8.31 mg L' de
total de oxigeno (0.13 mgl.-3 % de satura- DOC. Para La Naya, los resultados fueron: 0.041
cion), y la ausencia de respuesta al PAM en gig L'* de PG,, 1778 mg L' de Ci, 23662 mg
sedimento, indica la ausencia total de algas &n* de S&,, 0.90 mg ' de NO,y 10.43 mg L

este punto. 1 de DOC. Los fosfatos y nitratos son un orden
En la Palma la comunidad era de tipae magnitud menor que los encontrados en los
filamentoso de color verde. lugares mas contaminados del Ter. Es interesante

En el punto de Niebla, el cauce era amplio (5&saltar que todo el DOC es autdctono, proce-
m.), poco profundo y con numerosas zonas edente de la descomposicion de la comunidad
tancadas. Comienza a aparecer algo de vegeddgal y bacteriana, ya que los margenes de los
cion de riberaNerium oleanderTypha spy puntos estudiados carecen, casi por completo de
eucaliptos. vegetacion. Asi mismo las lluvias que pudieran
Para el rio Tinto, las concentraciones medias @portar DOC, por escorrentia, o por si mismas,
material en suspension fueron similares a la®n escasas. La concentracion de cobre en Periz
maximos encontrados en el rio Ter (68 iy L Hierro fue de 42.65 mgL En la Naya, 86 mg

La conductividad de los puntos estudiados o&-*. Las concentraciones de otros metales, tam-
cilé entre 4.8 y 20.5 mS cinestos valores son bién presentes en gran abundancia, estan en la
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Fecha Punto Yield del control Incubacién Pendiente 2 r Tabla 6. _
Valores obtenidos en

los tests de dosis-res-

02/07/99 Pefia Hierro 417 3 -0.6669 0.252puesta. No hasido po-
sible calcular la Eg;
02/07/99 La Naya 193 3 0.512 0.295 en ningtin caso. Unica-
02/07/99 Pefia Hierro 448 6 -0.771 0.121mente, se muestran los
valores obtenidos en
02/07/99 La Naya 193 6 0.065 0.011 |as rectas de regresion,
03/07/99 Pefia Hierro 334 6 0.314 0.052y el rendimiento
fotonico (Yield) de las
03/07/99 La Naya 263 6 -1.129 0.68 comunidades no ex-
01/07/00 Pefia Hierro 172 6 -0.076 0.134puestas a cobre.

Concentraciones nominales del test dosis-respuesta
2-3/7/99 0 10 31 100 315 1000 3150 10.000 (fgCul
1/7/00 0 100 200 500 1000 1500 2000 (Mg Cu L

tabla 1. Las concentraciones para el cobre somlds de deriva, removiendo el sedimento y ras-
ordenes de magnitud mayores que las méximeando rocas. En todas las campafias se constato
encontradas en el Ter (0.0045 m§).L una presencia escasa de macroinvertebrados, re-
presentados Unicamente por algin heteréptero
Comunidad algal. Las concentraciones dey quironémido (Tabla 5).
clorofila-a en el rio aparecen referidas en la ta-
bla 4; las del canal artificial en la tabla 7. En la$ests dosis-respuestd&n la campafia de junio
analiticas aparecen ademas multitud dde 1999, en el punto Pefia Hierro no hubo un
pigmentos accesorios tipicos de diversos grdescenso significativo de la actividad
pos taxonémicos, como la clorofila-b y c. Apafotosintética, ni siquiera en las muestras expues-
recen también taninos, tipicos de lasas alamaxima concentracion de cobre (20.093
zignematales. ug LY, un orden de magnitud superior a la con-
centracion maxima usada en el Ter (la maxima
En Pefa del Hierro se encontraron dos tipasada en el Ter, por ejemplo fue de 2009 ug L
basicos de comunidad, diferenciables a simpl En ninguno de los tests realizados se logré
vista. Una de color violaceo y esponjosa que sma reduccion de la actividad fotosintética del
encontraba en zonas remansadas, con numes0-%, por que lo que no se pudieron siquiera
sas incrustaciones sulfurosas y un rendimientalcular las E. Realizando las correlaciones
foténico bajo (59). Otra verd&Jebsormidium correspondientes, Unicamente se puede consta-
sp.con filamentos muy largos (50 cm.),en lugatar que la comunidad presente en la Naya en
res con corriente, y rendimiento fotonico majulio de 1999, sufrié un descenso significativo
yor (513). La comunidad de zonas remansadds la actividad (pendiente negativa de —1.12 y
estd dominada pdPinnularia acoricola Los r? de 0.68). Hay incluso comunidades que
filamentos de las zonas de corriente se compimcrementan su actividad al exponerlas a con-
nen de algunas zignematales, pleurocapsalesgntraciones mayores de cobre.
Mougeotia spEn La Naya existe una comuni-
dad microbentonica, muy laxa sobre los guijacanal artificial. Se midieron la E el rendimien-
rros del rio. En ella aparecen hongos, diatometsfotonico y la concentraciéon de cloroféaa
diversas y otra velglougeotia spEsta comuni- lo largo de 81 dias. Durante la fase de coloniza-
dad present6 un rendimiento foténico de 652i6n, los valores de rendimiento foténico y fluo-
En cuanto a la concentracién de cobre en mscencia basal medidos al azar en los vidrios
biofilm dominante del punto de Pefa del Hierra@olonizados oscilan y se estabilizan a partir del
en la campafa de Junio del 2000, se encontiéa 25, con una tendencia al crecimiento, con-
una concentracion de 505 + 39 s.d. (n=5) ug derme la biomasa establecida en los sustratos
Cobre por gramo de peso seco (ppm). artificiales crecia.

Macroinvertebrados. Se realizaron en todas lasUna vez se logré una colonizacién homogénea
campafias muestreos descriptivos, mediante de los sustratos artificiales, se comenzé con la
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. Tabla7. - pig My Chl-ag* DW Desviacion estanda  pg Chla cftn Desviacién estandar
Evolucion temporal en la
concentracién de clorofila
en los sustratos artificiales 0 - -
del canal. Se parte de
sustratos limpios. El peso 37 837.84 74.30 7.36 1
seco (DW) nos informa 57 389.95 155.23 4.04 0.45
acerca de la proporcion de
Chl-a en la biomasa mien- 65 26002 5152 545 055
tras que la referidaasuper-  gj 833.60 89.76 15.23 4.26

ficie nos informa sobre el
crecimiento.

Tabla 8.
Este % de variacion
se calcula a partir de
las medias obtenidas
para verano e invier-
no en los puntos de
Pefia del Hierro y la
Naya. El Na, K, Ca,
Mg, Zn, Mn, Cdy S
se hallan por tanto en
menor concentracion
en invierno, mientras
que el Cu, Pb, Fe, y
el nitrato son mas
abundantes.

% de variacion de metales entre

invierno y verano

da por el alga verdelebsormidiumdescrita en
lugares similares al rio Tinto(Lottermos¢al,
1999)- y la diatomeRinnularia acoricola alga

Na -2 comunmente asociada a ambientes muy acidos
K -351 (pH < 3.5), que soporta pH por debajo de 1y
Ca -40 extendida por todo el planeta: Japon (Negoro,
Mg -38 1985), USA (Whitton and Diaz, 1981), Reino
7 -60 Unido (Hargreavest al, 1975), Africa y Java
Mn 54 (Carter, 1972). También apare&aiglena
mutabilis presente en muchos ambiente s aci-
Cu 35 dos (Brakeet al, 2001). Los valores maximos
Pb 3 de clorofila hallados (11.3 pg cinsimilares a
Cd -239 los méximos hallados en el rio Ter (ver capitulo
S -44 5). Debén existir mecanismos tanto a nivel
Fe 18 taxonomico (DeNicola, 2000) como fisiolégico
NO3 86 (Gross, 2000), que permitan a las comunidades

desarrollarse a pesar de las condiciones extre-
mas presentes en el Tinto.

fase de concentracion. Durante la primera se-

mana, en que la conductividad pasa de 9.2 m%.as culpables de las condiciones quimicas del
13.5, hay una caida de los tres parametros mé Tinto son los metales, asi que comenzare-
didos, pero luego la cldy consecuentemente mos por intentar explicar sus variaciones e im-
la F, se incrementan. El rendimientopacto sobre las comunidades. Por norma gene-
fotosintético se estabiliza en 286, valor similaral son mas abundantes en verano que en pri-
a los hallados en el rio en condiciones naturamavera (tabla 8). Ademas de una mayor tasa de
les, 288+46.2. Desde el dia 26 hasta el final delaporacion, también existen mecanismos rela-
experimento, el rendimiento fotosintético seionados con la biota que expliquen estos da-
mantiene estable, a pesar de que la conductividas, como la correlacion positiva observada en-
casi se duplica, pasando de 7.5 a 14.5 mS. tra abundancia de quimiolitotrofos y la abun-
concentracion de solutos no parece afectar a edencia de metales de este rio (Lopez Archilla
parametro de la comunidad. and Amils, 1999). A lo largo del afio el nimero
de bacterias quimiolitotrofas se mantiene esta-
ble (Lopez Archilla and Amils, 1999), por lo
gue el incremento de la concentracién de meta-
El tipo de sustrato sobre el que circula el rio des sera debido al incremento del metabolismo,
sus primeros kilémetros son escorias y restés que ocurre cuando sube la temperatura en
de mineral de las extracciones. Esto junto carerano. Todo el proceso se traduciria en una
su situacion hace que ademas de tener elevadaayor tasa de oxidacion de metales que se libe-
concentraciones de metales y pH acidos prearan al medio en mayor cantidad en verano,
sente temperaturas elevadas en los mesespimiendo de manifiesto la gran importancia de
verano (Ernst, 1988). Todas estas condicionks comunidad bacteriana en este sistema. Otro
hacen del rio Tinto un ambiente extremo, en elato a favor del razonamiento del incremento
que —sin embargo- se desarrolla una abundamntel metabolismo es que el nitrato también es
biomasa algal. Las comunidades estan dominarenor en verano, debido a una mayor incorpo-

6.4. Discusion
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Gréfica 1.

Evolucion de temperatura y pH en Pefa del Hierro La actividad biologica
consigue incrementar el
32 231 pH. La fotosintesis reti-
H ra CQ del agua.
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Hora

racion por parte de las algas y microorganismasacién mayor de cobre provoque una inhibicion
Estos organismos quimiolitotrofos, obtienen sde la actividad fotosintética.

energia de la oxidacion de compuestos

inorganicos reducidos (sulfuros, y otros elemerirara comprender como es posible que el cobre
tos metalicos reducidos). De ese modo se prapenas afecte a estas comunidades es necesario
ducen acido sulftrico -el mas comun en este tigiwofundizar en como éstas incorporan metales.
de aguas- (Kristjansson and Stetter, 1992, L6p&r mecanismo de incorporacién de metales en
Archilla and Amils, 1999) e iones férricos, qudas células comprende dos fases: la unién de los
contribuyen, ain mas, a reducir el pH y a laationes a los grupos cargados negativamente
solubilizacién de metales (Ehrlich, 1990, Lépezde la superficie celular (fase pasiva) y una se-
Archilla et al, 1993). Este acido establece umgunda fase de incorporacion mediada por el
sistema de tamponamiento que mantiene losetabolismo (la fase activa). La fase pasiva es
valores de pH alrededor de 2 (ver tabla 2) (Brockasi inmediata y ocurre pocos segundos tras la
1971). exposicion al metal (Khummongket al, 1982,

En cuanto a la respuesta ecotoxicoldgica, Uries and Walker, 1984). Es en esta fase donde
camente en un caso se pudo calcular ung EGpodemos encontrar los mecanismos que expli-
en la Naya, en la campafia de junio del 1998an el casi nulo efecto del cobre sobre la activi-
con un valor de 98.000 ug*LEn contraste, en dad fotosintética. Es evidente que la quimica del
el rio Ter, con valores puntuales de cobre de enagua en Riotinto puede tener un efecto protec-
30 y 60 ug L, se hall6 una Egmaxima de tor ante el cobre. Peterson (1984) concluye que
1558 ug L, aunque la media fue de 215+104manteniendo constantes el resto de parametros,
En el resto de casos, en el Tinto, no se alcangaina mayor concentracion de protones se co-
una caida significativa de la actividad al increrresponde una menor toxicidad. Sugiere, ade-
mentar la concentracién de cobre a la que seas, que algunos metales, entre ellos el cobre,
expone la comunidad. En terminos generales ggtablecen una competencia con los protones por
observando las pendientes de las regresiones receptores especificos (Petersbal, 1984,
efectuadas en los tests de dosis-respuesta, niCsenpbell and Stokes, 1985). De este modo si la
puede afirmar que la exposicion a una concenélula dispone de mecanismos para controlar la
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Gréfica 2.
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entrada de protones, ademas dispondra de tamcia frente al cobre a pH bajos; en concreto
modo de controlar la incorporacién de metaleparaScytalidium(Starkey, 1973) Penicillium
Esta tolerancia al cobre, inducida por lo$Singh, 1977).

protones, no parece exclusiva de las algas. Para

algunos de los géneros de hongos descritos Armpesar de la aparente proteccién ante metales
este rio, se ha descrito también una mejor tolpesados que proporciona la alta concentracién
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de [H1], ésta causa ciertos problemas a los seras99.9% del equilibrio con el C@tmosférico
Vivos. Los organismos poseen mecanismos gas de tan solo 0.42 s, a un pH de 2. A un pH de
les permiten mantener en sus medios intern@seste proceso necesita en cambio 3.5 minutos
un pH estable y cercano a la neutralidad, eviBrinkmanet al, 1933). A pesar de esta rapi-
tando la entrada masiva de protones. Se satez, la actividad fotosintética es lo suficiente-
que células algales viviendo en medios con unente intensa como para afectar al pH, que si-
valor de pH de 1, mantienen sus citosoles cergae una evolucion similar a lo observado en rios
de la neutralidad (Enaret al, 1986, Gimmler alcalinos. En estas condiciones, la anhidrasa
et al, 1988). Aparentemente, la membrana dearbonica extracelular presente habitualmente en
las algas acidéfilas es impermeable a Idas especies de ambientes alcalinos, no es nece-
protones, requiriendo ,ademas, poca energia paeia. Se ha descrito una muy baja actividad
activar las bombas de protones en contra dahhidrasa emunaliella acidophila tipica de
gradiente pasivo provocado por los protones. EEmbientes acidos, al compararla con otras espe-
ausencia de energia (oscuridad prolongadeies deDunaliella de ambientes neutros (Geib
anaerobiosis) estos mecanismos no pueden mah-al, 1996). La caida de pH a lo largo de la
tenerse y provocan la acidificacion del citoplagarde (grafica 2) sugiere que los mecanismos de
ma (Gimmleret al, 1989). Algunos autores incorporacion de COdependen de la luz, en
proponen que la composicion de la membranepncordancia con lo descrito pdbainaliella

rica en determinado tipo de esteroles, proteinasidophila (Gimmler and Weis, 1992). Al de-

y acidos grasos saturados incrementa kaer la intensidad luminosa, lo haria también la
impermeabilidad de la membrana frente a ldsisa de incorporacion de G;@or lo que el pH
protones (Benz and Cros, 1978, Komatsu arse reduciria, al ir liberandose el (jfboducido
Chong, 1998). Otro de los mecanismos descipor la comunidad. Una posible fuente de carbo-
tos para impedir la entrada de protones, es poe puede ser la respiracion de los componentes
seer un potencial de membrana positivo alto lyeterétrofos, muy abundantes, de la comunidad:
una superficie cargada positivamente (Gimmldr.ferrooxidans, Thiobacillus Ferrooxidans
etal, 1989). Una consecuencia derivada de esi@iobacillus Thiooxidanscomo bacterias
tipo de mecanismos de exclusion de protones g@aimiolitotrofas, Scytalidium, Bahusakala,

la dificultad que tienen los metales para ser itkcremonium, Trichoderma, Aspergillus
corporados por las células en este tipo de afenicillium, como géneros de hongos (Lopez
bientes. A pesar de la elevada concentracionArchilla and Amils, 1999). Por ello podemos
biodisponibilidad de metales, la tasa de incosuponer que la morfologia de la comunidad en
poracién de metales a las células algales es miogyma de masa densa y continua, con hongos,
reducido (Petersoat al, 1984), Lo que queda bacterias y algas en estrecho contacto, sea una
demostrado, en concordancia con otros autorsslucion adaptativa al problema de la obtencion
(Whitton, 1970, Wood and Wang, 1983de CQ, por parte de los organismos
Petersoret al., 1984, Albertano and Pinto, fotosintéticos. De este modo toda la comunidad
1986), es la elevada tolerancia frente a los mse vera favorecida; los autétrofos disponiendo
tales de las algas de este ambiente acido, pade una mayor cantidad de C¥consecuente-
blemente como beneficio derivado de los manente produciendo mas, y los heterétrofos
canismos de exclusién de protones. beneficiandose de esta produccion.

Otro de los problemas a los que deben enfreBe sabe que la toxicidad del cobre no depende
tarse las algas en medios acidos es la obtencidala concentracién total, sino de la cantidad de
de CQ. Un pH acido tiene una fuerte influenciaCuw?* (Sunda and Guillard, 1976). Con el pH del
en la disponibilidad de carbono inorganico dirio Tinto todo el cobre que se encuentra en el
suelto (DIC) para la fotosintesis. Todo el COagua, se encuentra en forma dé*(wbre libre
consumido durante la fotosintesis en aguassuelto (Stumm and Morgan, 1981). Las con-
alcalinas es repuesto desde el pool de HCCcentraciones reales, valoradas en el banco de
En contraste en las aguas acidas g|$e@gota diluciones, fueron siempre alrededor del 50%
con rapidez a pH por debajo de 4, porque todte las nominales. Sabiendo que el método utili-
el DIC se encuentra en forma de CEste efecto zado valoré el cobre total existente en el agua
se ve contrarrestado por la difusion desde la ate las incubaciones deberian existir mecanismos
mosfera, ya que el tiempo necesario para llegeglacionados con la biomasa que secuestren el
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cobre. Se sabe que algunas algas, como
Klebsormidium sppresente en esta comunidad,
acumulan selectivamente cobre frente a otros
metales (Lottermoseat al, 1999), hasta 2570
ppm sobre peso seco, en aguas con 300-ing L
de cobre. Tambiékuglena mutabiliparece
secuestrar hierro y otros metales (Brakal,
2001). Ademas, un mismo metal puede ser in-
corporado a diferentes tasas por diferentes
taxones (Hamdy, 2000). Cabe preguntarse pues
acerca de las tasas de incorporacion de metales
pesados en nuestro caso: para una concentra-
cion en el agua de 28.9 mg/L, encontramos una
concentracion en el biofilm de 505 ug Cu /gDW,
con una tasa de absorcion del 1.74 %, casi el
doble que lo descrito por Lottermoser
(Lottermoseet al, 1999), que describe, en con-
diciones similares, tasas de entre el 0.85y el 0.9
%. Aunque es dificil explicar esta diferencia, es
posible, entonces, que esté debida a diferencias
en la composicion taxondmica.. El que algunos
metales, como el cobre, hierro y plomo sean mas
abundantes en invierno, puede hacer pensar en
que al igual qu&lebsormidiumy E. mutabilis
incorporan selectivamente cobre y hierro, otras
especies pueden incorporar selectivamente al-
guno de esos metales. De ese modo y como pun-
to de partida de futuros estudios, se podria atri-
buir parte de la variacion estacional de la con-
centracion de metales en el agua a la variacion
taxondmica (algal y bacteriana) de las comuni-
dades.

Por otra parte, la evolucién que siguen las algas
en el canal, demuestra que el rango de
conductividad que pueden tolerar es muy am-
plio. Las especies aciddfilas son moderadamente
haléfitas, debiendo tolerar elevadas presiones
osmoéticas, provocadas tanto por la concentra-
cion de protones como por las sales y metales
en disolucion (Musacchiet al, 1978, Albertano

et al, 1990). Todo lo descrito nos lleva a con-
cluir que las restricciones impuestas por los
medios extremadamente &cidos, sobre las comu-
nidades algales microbentodnicas, contribuyen a
generar mecanismos que protegen a éstas con-
tra las altas concentraciones de metales.
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95 Fotografias

FOTOGRAFIAS

Foto 1.Imagen de la zona del nacimiento del Rio Tinto en Pefia del Hierro. El paisaje es el
resultado de la actividad minera y de transformacion de mineral que a finales del siglo XIX se
llevé a cabo. Durante el procesado del mineral se producia una cantidad enorme de escorias que
unido a la ganga procedente de la extraccion del mineral se amontonaba modificando el paisaje
y envenando el suelo con multitud de metales pesados. En la actualidad en esta zona (aun activa
desde el punto de vista de la extraccion de mineral) la Unica cobertura vegetal son algunos
eucaliptus y pinos replantados. El rio en su nacimiento discurre entre montafias de escoria, con
pH entre 1y 2 y una carga de metales varios 6rdenes de magnitud mayor que el resto de rios de
la Peninsula Ibérica. A pesar de ello el cauce se encuentra cubierto en su totalidad por una
comunidad de algas, hongos y bacterias muy activa. En este rio, llevamos a cabo un trabajo
descriptivo de la comunidad y realizamos varios tests de dosis-respuesta. El caudal era muy
bajo y la velocidad minima. Las condiciones de trabajo, entre la escoria y la acidez del medio
resultaron especialmente penosas, tanto para los cientificos como para el material.
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Fotos 2 y 3EIl nombre del rio proviene del color de vino tinto que tienen sus aguas (Foto 2), provocada por

la alta concentraciones de metales. En esa misma foto pueden observarse las numerosas incrustaciones
salinas en las rocas que delimitan el cauce. En la foto 3 podemos observar tanto las incrustaciones salinas en
las partes emergidas del cauce, como las diferentes (por su color y textura) comunidades perifiticas que se
podian encontrar en sus aguas. Una de color violeta en la parte inferior izquierda, de aspecto globular y con
numerosas incrustaciones salinas, que aparecen como manchas blancas. Otra verde y filamentosa, crecien-
do en la parte superior e izquierda de la fotografia 3. Finalmente y entre estas y en la parte central de la
fotografia podemos observar otra comunidad de color pardo recubriendo las rocas del fondo.
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Fotos 4 y 5En la foto 4 se observa con mayor detalle la comunidad filamentosa verde. En la foto 5 poden
ver la incubacidn realizada «in situ» exponiendo las algas a diferentes concentraciones de cobre cc
objetivo de calcular la EC De este modo, se consigui6 mantener la temperatura e insolacion naturale
Posteriormente se extrajeron las algas y mediante un PAM se valoraron diversos parametros relacion
con el funcionamiento del aparato fotosintético de las mismas.
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Foto 6. Canal artificial
colonizado por algas del
rio Tinto en los invernade-
ros de la Facultad de Bio-
logia de la U.B. Uno de los
objetivos de la ultima
campafia realizada fue la
de reproducir la comuni-
dad en canales artificiales
como los usados en expe-
rimentos anteriores y el
estudio de la comunidad
en el laboratorio. Para tal
fin se construyo un canal
de vidrio con sistema de
recirculacion de agua y
control de la temperatura.
Cada cierto tiempo se re-
novaba el agua dentro del
canal, en el que mediante
una bomba se producia
una circulacion del agua.
Ello permiti6 que el
indculo traido desde rio
Tinto colonizara los

| sustratos de vidrio dis-
| puestos para tal fin.
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RESUMEN Y CONCLUSIONES

7.1. Resumen

Los resultados de esta tesis doctoral se han descrito a lo largo de 6 capitulos. Cada uno de
presenta la estructura de un articulo independiente, con su introduccion, material y métodos, re
tados y discusion. A pesar de ello los resultados de todos los capitulos son complementari
ofrecen una vision del efecto que el cobre y la atrazina tienen sobre las comunidades de perifi

Resultando bien conocido el efecto que el cobre y la atrazina tienen sobre las algas dulceacuic
esta tesis pretende profundizar como esos efectos (estudiados mediante cultivos de laboratorit
numerosos autores) pueden verse modificados al expresarse sobre comunidades en condic
naturales o artificiales. Una de las caracteristicas de la exposicidn en condiciones naturales
interaccion entre el efecto del toxico y las numerosas variables ambientales (abibticas y biotic
En esta tesis se muestran algunas de las posibilidades que del estudio de estas interacciones
derivarse. Se trabajo6 con un factor abiotico (velocidad de la corriente) y con otro biético (herviborc
Luego se trabajo en un sistema fluvial natural (el rio Ter) y se compar6 con otro sistema extre
(el rio Tinto). De estos trabajos podemos destacar que el estudio de cualquier hecho que afe
los organismos del sistema fluvial no podra nunca aislarse de la interaccion con las variak
ambientales bajo las que se presenta.

Para estudiar el efecto modulador que la velocidad podia tener sobre la toxicidad de la atrazin
una comunidad de perifiton, se expuso la comunidad a 26 fg atrazina en condiciones de 1y
15 cm ¢ de velocidad del agua. Tras una exposicion de 14 dias se valor6 la tolerancia a la atra:
de ambos tratamientos, mediante un test de dosis-respuesta. Se buscaba comprobar si a una
velocidad del agua se corresponderia una mayor biodisponibilidad del téxico y por tanto, der
del marco del PICT (Pollution Induced Community Tolerance), una mayor tolerancia, tras e
periodo de exposicion. Para el tratamiento de 20y 15 cm s se calculé una EC de 717 ug

L, frente a los 507 ugL del tratamiento de 20 gLy 1 cm 8, con lo que se confirmaba la
hipotesis de partida. A pesar de haber estado expuestas las comunidades a la misma concent
de atrazina la tolerancia de la expuesta a 15 tfues mayor que la expuesta a 1 cft Bn
consonancia con lo propuesto en el PICT la comunidad que dispuso de una mayor biodisponibili
de atrazina (con el agua circulando a 15 2jrdssarrollé una mayor tolerancia que la expuesta a
lcmst

La velocidad del agua acelera la aparicion de los efectos del cobre sobre parametros estructu
y funcionales de las comunidades microbentonicas. En el primero de los experimentos la exp
cion de las comunidades a 15 pbde cobre provoco un descenso en la incoroporacién de carbo
no respecto al control siendo mas precoz el descenso a 15qra a 1 cm's Este resultado
sugeria la siguiente pregunta: ¢ se mantenia esta relacién a diferentes velocidades?. Para con!
la se disefio el siguiente experimento. El resultado de este segundo experimento (exponer la:
munidades a 15 pgla 1, 20, 30 y 50 cm'sfue que a velocidades intermedias (20 y 30-6nels
efecto del cobre es menor que a bajas y altas (1 y 50)carseste caso la comunidad menos
afectada fue la de 20 cm, presentando la mayor incorporacion de C de todos los tratamientos. £
doblar la disponibilidad de cobre (como se hizo en el tercer experimento al trabajar con'30 crr
manteniendo las velocidades de 20 y 30 €mhms aparecia esta diferencia entre 20 y 30 tiines

dos se veian igualmente afectados por el cobre. Parece pues l6gico suponer que existe una v
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dad “optima” para cada concentracion de cora, mientras que el herbivorismo incrementa el
bre, en la cual todos los factores implicadosfecto toxico de la atrazina, no ocurre lo mismo
(biodisponibilidad de cobre y nutrientes, fuereon el cobre.
zas de arrastre) provocan que el cobre tenga el
menor efecto posible sobre la comunidad. P&fna vez estudiadas estas interacciones y sus
encimay debajo de esa velocidad (para una caensecuencias sobre la biota se disefié un expe-
centracion dada de cobre) el efecto puede sémento de campo con el fin de valorar en que
mayor. modo la variabilidad espacial (desde el naci-

miento a la desembocadura) y temporal de un
Con el fin de conocer el efecto de la interacciorio (primaverav.s.verano) afectaba la respuesta
entre los toxicos y otros niveles troficos, se dide las comunidades microbentdnicas frente al
sefiaron una serie de experimentos en los quecebre y la atrazina. Se suponia que el caudal del
exponia a las comunidades de perifiton a ldo seria un factor clave en la diferenciacion de
atrazina o al cobre y a los herbivorosa respuesta de las comunidades,
(gasterépodos acuaticos). En el caso de lmogeneizando la respuesta a mayor caudal.
atrazina se trabajo con una concentracion de Para ello se situaron sustratos artificiales en 9
ug L2 La hipotesis de partida es que el efectpuntos del rio Ter durante dos épocas, primave-
que los herbivoros tienen sobre la comunidaa y verano. Los resultados de los tests de dosis-
de perifiton, puede impedir la adaptacion de estaspuesta indicaron que las diferencias en la to-
a la atrazina provocando un efecto toxico mderancia frente a los toxicos, obtenidas en vera-
yor. Tras una exposicion de 18 dias se comprae (menores caudales, mayor importancia de los
bé que mientras la comunidad expuesta aportes de la cuenca en cada punto) eran mayo-
atrazina mantenia niveles de actividades que en primavera (mayores caudales, menor
fotosintética similares al control, la comunidadmportancia de los aportes locales). Ademas se
que soportaba la depredacion de los herbivoreacontraron correlaciones positivas entre diver-
y se expuso a la atrazina presento los nivelsss indicadores relacionados con la biomasa y
mas bajos de actividad y biomasa de todos lé®s nutrientes como factores que incrementan la
tratamientos, pudiendo dar como positiva la htolerancia frente a los toxicos utilizados.
potesis de partida.

Para finalizar se estudié un ambiente extremo,
Para estudiar el caso del cobre, se trabaj6é cehrio Tinto, que de modo natural presenta en
una concentracion de 44 ug,la una velocidad sus aguas concentraciones de metales superio-
de 1 cmddurante 22 dias. Los primeros 9 diages en varios 6rdenes de magnitud a las presen-
se expuso la comunidad Unicamente al cobretes en los rios estudiados con anterioridad. El
pasado este tiempo se expusieron los tratamigrH de este rio es extremadamente &cido, con
tos correspondientes al herbivorismo. Se quenalores por debajo de 2.5. En este ambiente las
determinar si el efecto de los herbivorosomunidades microbentonicas deben enfrentarse
incrementaria la toxicidad del cobre. Finalizaa serios problemas, como el exceso de protones,
do el experimento, se pudo comprobar que lda falta de CQy la gran concentracion de meta-
herbivoros tuvieron un efecto mayor que el déés toxicos. En concordancia con el PICT y lo
cobre. El efecto de la interaccion entre cobrewisto hasta ahora, cabia esperar que la toleran-
herbivoros no fue significativamente diferenteia de las algas en este ambiente seria muy su-
del efecto de los herbivoros. El cobre sin enperior a la hallada en las comunidades estudia-
bargo si afecté de modo significativo a los herdas con anterioridad. Ademas, deberian haber
bivoros, reduciendo su tasa de incremento diesarrollado mecanismos de proteccién ante los
peso, el numero de puestas, el nUmero de hymeblemas citados. Los resultados de la caracte-
VoS por puesta y el porcentaje de eclosion dizacion de la comunidad y de los tests de dosis-
estos huevos. A estas concentraciones de cobespuesta nos mostraron una comunidad alta-
y en las condiciones del experimento, lomente adaptada, con mecanismos de exclusion
gasterépodos son mas sensibles al efecto diel protones que a su vez protegen de la exposi-
cobre y resultan por tanto mejores indicadoreson a los metales, lo que redunda en unag EC
de laincidencia de éste en el medio. En definitaltisimas, al compararlas con las halladas en los
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otros rios. En este caso, parece que la expogies permiten eludir los problemas derivados de

cion a ambientes acidos provoca la aparicion digs altisimas concentraciones de metales de sus

mecanismos que, a su vez ,protegen ante lasaguas. Como consecuencia, presentan ungs EC

tas concentraciones de metales. muy elevadas en relacion a las halladas en rios
como el Ter.

7.2. Conclusiones

1-Los canales artificiales han demostrado ser una
metodologia util en el estudio del efecto del co-
bre y la atrazina sobre las comunidades algales
microbentobnicas puesto que han permitido el
control de los factores estudiados y su nivel de
realismo ha sido el suficiente para aproximarse
a la respuesta de esas comunidades en condi-
ciones naturales.

2-La velocidad del agua resulta un factor clave
en el efecto que el cobre tiene sobre las comuni-
dades algales microbentoénicas, causando una
aparicion mas precoz e intensa de los efectos
téxicos del cobre. Este efecto ademas parece
modificarse con la velocidad, perdiéndose a ve-
locidades elevadas. En el caso de la atrazina no
parece afectar a la comunidad, aunque si se pue-
de demostrar una mayor exposicion a velocida-
des mayores.

3-Los herbivoros perturban de un modo mas
intenso que los toxicos a las concentraciones
utilizadas. Sin embargo se puede detectar que —
de algun modo- interfieren en la capacidad de
adaptacion a los toxicos, al impedir tanto el en-
vejecimiento como la estructuracion de la co-
munidad. Este efecto es mas marcado en el caso
de la atrazina, y Unicamente se detecta en los
primeros momentos en el caso del cobre.

4-El efecto que tiene la variabilidad espacial y
temporal —provocada por la estructura propia del
rio, los embalses y la marcada estacionalidad
en los aportes de agua- del rio Ter se ve refleja-
da en la respuesta ecotoxicoldgica de sus comu-
nidades algales microbentonicas. Esto demues-
tra la importancia de ampliar este tipo de estu-
dios tanto en el tiempo como en el espacio den-
tro de un mismo sistema fluvial.

5-Las comunidades de ambientes extremos,
como las del rio Tinto, han demostrado poseer
mecanismos fisioldégicos que, al mismo tiempo
que las capacitan para desarrollarse —a niveles
similares a las comunidades de rios “normales”-
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