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RESUMEN
Estructura de tamafios de las comunidades microbianas en sistemas acuéticos salinos del alto Guadalquivir

El presente trabajo aborda €l andlisis de la estructura de tamafios de la comunidad microbiana de tres ecosistemas acuéticos
salinos de la provincia de Jaén (laguna Honda y salinas de San Carlos y de Los Vélez), situados en la cuenca ata del rio
Guadalquivir. Los tres ecosistemas objeto de estudio presentaron claras diferencias en |as condiciones ambientales, con unas
concentraciones medias de sales muy oscilantes y que estuvieron comprendidas entre los 14 g/l de lalaguna Honday los 156
o/l registrados en lasalina L os Vé ez. Una combinacion de técnicas de citometriade flujo y microscopia de epifluorescenciaha
permitido |a réapida caracterizacion de la estructura de tamafios de la comunidad microbiana de estos sistemas. Los resultados
obtenidos describen unas comunidades caracterizadas por unos espectros de biovolumen alejados de la linealidad y con una
discontinuidad en la transicion entre bacterias y fitoplancton. Es de destacar, ademas, la gran diferencia existente entre los
espectros de lalaguna Honday los de las salinas, con una discontinuidad mucho més patente en estos Ultimos, de acuerdo a
la esperada menor compl gjidad de la comunidad desarrollada en estos sistemas mas extremos.

Palabras clave: Ecosistemas hipersalinos, bacterias, picoplancton, citometria de flujo, estructura de tamafios.

ABSTRACT
Size structure of microbial communitiesin saline aquatic systems of Alto Guadalquivir

In this paper we analyse the size structure of the planktonic microbial community of three saline aquatic ecosystems of the
Jaén Province (Honda Lake, San Carlos and Los V&l ez saltern), located in the Alto Guadal quivir basin. The three ecosystems
studied presented clear differencesin environmental conditions with strongly oscillating mean salinity levels ranging between
14 g/l from Honda Lake and 156 g/l in Los Vélez. Combining flow cytometric and epifluorescence techniques allowed for a
rapid characterisation of the size structure of microbial communities of these systems. The results show a non linear size
biomass spectrum characterized by one discontinuity in the transition between bacteria and phytoplankton size ranges.
Moreover, this discontinuity was broader and more evident in the most saline systems, according to the expected lower
complexity of these more extreme ecosystems.

Keywords: Hypersaline ecosystems, bacteria, picoplankton, flow cytometry, biomass size spectrum.

INTRODUCCION por una gran diversidad de especies, por una ma-

yor heterogeneidad de los habitats y compleji-
Los ecosistemas acuéticos hipersalinos poseen dad de las relaciones troficas, los sistemas sali-
singulares cualidades para ser objetos de estu- nos presentan una marcada reduccion de la diver-
dios ecologicos, no habiéndoseles, sin embar- sidad debido a su alto nivel de estrées (Margalef,
go, prestado demasiada atencion en e ambito 1968; Dussart, 1977; Ayadi et al., 2004). Labaja
de la limnologia. En comparacion con otros sis- biomasa que suele caracterizar a estos ecosiste-
temas acuéticos epicontinentales, caracterizados ~ mas viene dada en gran medida por €l predomi-
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nio de microalgas y bacterias (Margalef,
1983; Sorokin, 1999), presentando unas ca-
denas troficas mas simplificadas y dominadas
por comunidades microbianas poco diversas
(Sorokin, 1999; Anton et al., 2000).

No obstante, estos sistemas hipersalinos, apa-
rentemente menos complejos en e funciona
miento y organizacion de sus comunidades que
el resto de ecosistemas acuaticos, constituyen un
magnifico banco de pruebas para el contraste y
desarrollo de aproximaciones metodol dgicas no-
vedosas. Entre estas herramientas, € analisis de
las distribuciones de tamaiios de |as comuni dades
planctonicas se ha revelado como una de las méas
prometedoras cuando han sido aplicadas al estu-
dio de ecosistemas marinos y epicontinentales de
gran tamafo (Sheldon et al., 1972; Platt & Den-
man, 1978; Rodriguez & Mullin, 1986; Sprules,
1988; Rodriguez et al., 1998).

Uno delos grandes problemas de este enfoque
radica en la carencia de suficientes datos empiri-
cos con los que validar sus postulados. En es-
te sentido, los estudios sobre métodos de deter-
minacion de la estructura de tamafos de comu-
nidades plancténicas presentan un gran valor en
si mismos (Rodriguez & Li, 1994). El amplio
rango a cubrir y la gran variedad funcional de
los grupos constituyentes requieren a menudo €l
uso de una gran gama de técnicas para tal fin.
La citometria de flujo (FCM en adelante) ocupa
un lugar destacado entre las técnicas mas recien-
temente llegadas al campo de la ecologia. Esta
téecnica permite la caracterizacion de las propie-
dades oOpticas de miles de particulas (células en
este caso) en pocos minutos de forma individua
lizada, lo cual permite conectar propiedades in-
dividuales con la ecologia de las comunidades fi-
toplancténicas (Platt, 1989; Li, 1994; Rodriguez
& Li, 1994). Adicionalmente, con esta técnicase
puede determinar el tamaho de las células de una
suspension acuosa mediante la dispersion frontal
de luz de las mismas (FSC), siguiendo las opor-
tunas calibraciones con muestras naturales y con
esferas de latex de tamafios conocidos (Cucci &
Sieracki, 2001). No obstante, las medidas de ta-
marfios de las particulas del tamafio de las bacte-
rias requieren del uso de otras técnicas, como es
el uso del andlisis de imagen conectado a la mi-

croscopia de epifluorescencia (p.gj., Sieracki et
al., 1985; Jiménez-Gomez et al., 1994) y su apli-
cacion a estudio de las estructuras de tamafios
de comunidades pelagicas ha sido ampliamente
desarrollada (Rodriguez & Li, 1994). En el pre-
sente trabgjo se usa por primera vez en sistemas
hipersalinos la conjuncion del andlisis de imagen
conectado a microscopia de epifluorescenciay la
citometria de flujo parala obtencion de espectros
de tamafios de las comunidades microbianas.

Los modelos surgidos de los estudios de es-
pectros de tamaiios generalmente predicen una
tendencia regular de distribucion de la bioma
sa en cada clase de tamano (Platt, 1985). Esta
tendencia podria verse aterada por fenbmenos
ecol gicos como la depredacion, la cascada trofi-
cao las proliferaciones fitoplanctonicas, que oca-
sionarian momentaneamente lapérdidade esare-
gularidad (Sprules, 1988).

L a cuestion ecol bgica que planteamos aqui es
si esaestructurairregular del espectro detamafios
guarda algunarelacion con el grado de estrés del
ecosistema estudiado, y S es gradual de acuer-
do alaintensidad de la variable provocadora del
estrés, la salinidad en este caso. Para tratar de
responderla se ha analizado la estructura prome-
diada del espectro de tamafios de la comunidad
microbiana en tres cuerpos de agua de la cuenca
alta del rio Guadalquivir con diferentes salinida-
des, una laguna atalasohalina (laguna Honda) y
dos salinas de interior en explotacion (salina de
LosVéezy San Carlos).

AREA DE ESTUDIO

La comarca del Alto Guadalquivir se localiza a
nordeste de Andalucia (Espafa), englobando la
casi totalidad de la provincia de Jaén y la parte
maés oriental de la provincia de Cordoba. Dentro
de estacomarcaselocalizan unagran cantidad de
ecosistemas salinos, caracterizados fundamental -
mente por lapresenciade arcillasy margastriasi-
cas del Keuper que engloban olistolitos diversos
(calcareosy yesiferos), o por arcillas miocénicas
(Langhiense superior) con blogues de dolomias
triasicas entremezclados (olistolitos), gque otor-
gan ese caracter salino a estos sistemas.
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La laguna Honda se encuentra situada al
sudoeste de la provincia de Jaén, en el valle
del rio Guadalquivir (coordenadas geograficas
UTM: 30SVG992619) a 460 metros sobre €l
nivel del mar. Las salinas de Los Vélez y San
Carlos estan situadas igualmente en la mitad
occidental delaprovinciade Jaén, aunaaltura
de 480 y 380 m.s.n.m. (UTM: 30SVG2784 y
30SV G4193, respectivamente). Ambas salinas
se encontraban en explotacion comercial en el
momento del estudio.

MATERIAL Y METODOS

Paralarealizacion de este trabajo sellevaron a
cabo una serie de muestreos intensivos en |os
tres sistemas estudiados. En la laguna Honda
las muestras fueron recogidas durante ocho
semanasentreel 27 defebrerode2002y el 1 de
mayo del mismo afo. En lassalinasLos Vélez
y San Carlos, los muestreos fueron llevados a
cabo entrelosdias9y 11 dejulio de 2002. Los
muestreos en lalaguna Honda se realizaron en
la zona de mayor profundidad, a 50 cm de la
superficie. En la salina San Carlos el punto de
muestro se situd en la zona de alimentacion
de la salina (arroyo) por ofrecer valores de
salinidad intermedios en relacion a los demas
sistemas estudiados. Finalmente, |a recogida
de muestras en la salina Los Vélez se llevd a
cabo en tres calentadores con una esperable
concentracion creciente de sales.

En todos | os casos se |levaron a cabo medidas
in situ de pH y temperatura. Las muestras para
el andlisis de total de sblidos disueltos y cloro-
fila fueron depositadas en viales de polietileno
de 200 ml y guardadas en frio hasta su poste-
rior tratamiento en el laboratorio. Las medidas de
TSD (Totales de Solidos Disueltos) se realizaron
por pesaje del material retenido tras la evapora-
cion de 100 ml de muestra de agua filtrada (filtro
Whatman GF/C) en una estufa de aire seco du-
rante 48 horas a 104 °C. Las concentraciones de
clorofila fueron determinadas mediante métodos
fluorimétricos (UNESCO, 1994) tras lafiltracion
de 100 ml de muestra en filtros Whatmann GF/C
y su extraccion en acetona 90 % durante 24 horas

a4 °Cy obscuridad.

Las muestras para el analisis de FCM y
EPM fueron recogidas en criotubos (3.5 ml) y
botesdevidrioinerte (20 ml) respectivamente,
fijadas con glutaraldehido a1 % (c.f.), y guar-
dadas a4 °C y en oscuridad hasta su inmediato
analisisen laboratorio.

El andlisis de la abundancia y biomasa del
pico y nanoplancton se llevd a cabo mediante
la técnica de citometria de flujo especialmen-
te adaptada a la salinidad de los sistemas estu-
diados. El equipo utilizado ha sido un EPICS-
Elite de COULTER Co gustado a una ampli-
ficacion logaritmica de los detectores, flujo de
87 ul/minuto y umbral de deteccion para € sen-
sor de las clorofilas situado en PMT: 148.

La medida del tamaio celular individua se
realiz6 a partir de las sefiales de dispersion fron-
tal de luz (FSC), paralo cua se readlizo la cali-
bracion de dicha sefia utilizando conjuntamente
fluoroesferas de latex de tamafio conocido (Flow-
check, 10 um; Flowset, 3.6um y Yellowgreen
0.98um) y de muestras de plancton filtradas por
mallas de diferentes tamaiios (5 y 2 um).

Las medidas de abundancia y biovolumen de
bacterias se realizaron mediante un equipo de
analisis de imagen de alta resolucion provisto de
una camarafotométrica CCD Sensys con unare-
solucion de 1317 x 1035 pixels conectado a un
microscopio de epifluorescencia Leica DMLB.
Las bacterias fueron teflidas con DAPI (concen-
tracion final de 0.01 ug/ml) y retenidas en filtros
Nuclepore Black de 0.2 um de poro, siguiendo
el procedimiento de Porter & Feig (1980). Me-
diante la camara de alta resolucion, eran fotogra-
fiados 10 campos aleatorios a 1000x (2500 um?)
y procesados a través del software de libre uso
NIH-Image. Como criterio de recuento se esta-
bleci6 el rechazo de aquellas particulas menores
a 3 pixeles (teniendo en cuenta que la calibracion
de tal equipo es de 17.19 pixel/um). Las medi-
das obtenidas a partir de cada especimen fueron
el areay lalongitud afin de calcular € valor del
volumen celular: V = 8.5(A)?° (P)~2, de acuerdo
ala expresion facilitada en el manual de uso
del sistema de analisis de imagen Quantimet-
500, donde V esel volumen celular, Ael areay
P el perimetro convexo.
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Figura 1. Valores medios del total de solidos en disolucion
(TSD, barra clard) y de temperatura (barra rayada) de los
sistemas estudiados durante el periodo de muestreo. Laguna
Hondan = 7, San Carlosn = 1, Los Véez n = 3. Mean values
of the total dissolved solids (TSD, open bar) and temperature
(hatched bar) of the studied systems during the sampling
period. Honda Laken= 7, San Carlosn = 1, Los Vélezn = 3.

RESULTADOSY DISCUSION

En lafigural se presentan los valores medios de
sdlinidad (TSD) y temperatura en |los tres siste-
mas durante € periodo de estudio. Estos valo-
res muestran la diferente concentracion de soli-
dos disueltos de | os tres ecosistemas, con valores
para la laguna Honda comprendidos entre 14 y
23 g/l, que estarian muy por debajo de los mas de
300 g/l registrados por Guerrero & Castro (1997)
en periodos de sequia, y superiores para las sali-
nas de San Carlos y Los Vélez, donde se acan-
zan valores de 57 y 156 g/l, respectivamente. Es-
tos valores encuadran, durante €l periodo de es-
tudio, alalaguna Honda como un sistema hipo-
mesohalino y alas dos salinas como sistemas hi-
persalinos (Hammer, 1978).

El pH fue indicador de condiciones li-
geramente alcalinas en las salinas, estando
siempre comprendido entre 7.20 y 8.05 en
todos los andlisis efectuados. Por el contrario
en la laguna Honda los valores de pH fueron
extraordinariamente constantes, denotando una
fuerte reserva alcalina y estando en todos los
casos comprendidosentre8.31y 8.58.
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Figura2. Representacion monoparamétricadel valor de FSC
correspondiente a cada una de las filtraciones redlizadas y ala
muestra sin filtrar (laguna Honda). Monoparametric represen-
tation of the FSC val ue of each filtered sample and the unfiltered
one (Honda Lake).

En lafigura 2 podemos ver e efecto que las di-
ferentes filtraciones tuvieron sobre las poblacio-
nes presentes en lamuestra. Los canales que pre-
sentaron una reduccion del 50 % de los efectivos
fueron tomados como indicativos del tamaiio de
malla. La representacion conjunta de los datos
de dispersion de luz de las esferas de calibracion
y de las filtraciones de fitoplancton (Fig. 3) ha
permitido realizar la conversion de las sefiaes de
dispersion de luz (FSC) en medidas de volumen
celular, segin laexpresion:

DEE = 0.028 « FSC + 0.85 )

Larecta de calibracion obtenida es valida pa-
ra las condiciones de adquisicion aplicadas en
los andlisis y para el equipo en particular usado
en los mismos. Se puede apreciar la gran varia-
bilidad de esta expresion comparandola con la
obtenida por Reul et al. (2002) para un equipo
FacScan de Becton Dickinson (log Bv = -1.78 +
0.0055+ FSC) y trabajando con el mismo conjun-
to de esferas de calibracion.

Como un estimador de la biomasa fito-
planctonica se realizaron medidas rutinarias de
la clorofila-a en cada uno de los sistemas. En
e caso de la laguna Honda en todo €l periodo
de estudio los valores fueron extraordinariamen-
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y = 0.0283x + 0.8521
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Figura 3. Relacion entre los valores medios de los canaes
de dispersion frontal de luz (FSC) y de los tamafios de las
particulas (DEE) para € conjunto de bolas de calibracion y
para las muestras fraccionadas procedentes de lalaguna Honda
(puntos sefial ados por flechas). Relationship between the frontal
light scattering channel and the size of the particles (DEE)
corresponding to the calibration beads and the fractionated
samples from Honda lake (dots pointed by arrows).

tebagjos, inferioresal.0 ug/l. Sinembargo, las sa-
linas presentaron concentraciones mayores, con
2.6 ug/l enlasdinalos Vélezy 2.7 ug/l en San
Carlos (Tabla 1).

El andlisis de la comunidad bacteriana puso
de manifiesto la existencia de mayores densida-
des de bacterias en la laguna Honda, en torno a
3.5 - 10° bacterias/ml, que en las salinas, donde
no superaron las 5.0 - 10° bacterias/ml. Habria
gue buscar la explicacion a esta aparente parado-
jaen laposible existencia de vias alternativas de
entrada de materia organica a la comunidad bac-
teriana de la laguna (macréfitos, material
detritico en suspension, etc.) frente al am-
biente extremo de las salinas. De acuerdo con
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Wetzel & Sondergaard (1998), la mayor par-
te de la produccion bacteriana en lagos some-
ros esta asociada a las superficies, ya sean de
macrofitos, sedimentos o rocas.

La aplicacion de una técnica directa como
es el andlisis con microscopia de epifluorescen-
cia permitio, ademas, la observacion de una gran
diferencia en la morfologia de las bacterias de
los sistemas estudiados. Las preparaciones pro-
cedentes de lalaguna Honda presentaron unama-
yor homogeneidad de la comunidad, la mayoria
con aspecto de cocosy bacilos, de un tamafio ce-
lular medio menor al apreciado en los otros sis-
temas. Por e contrario, las preparaciones de las
salinas San Carlosy Los Vélez presentaron for-
mas méas complejasy diversas.

Las distribuciones de abundancia relativa de
bacterias por clase de tamafios (Fig. 4) permi-
ten apreciar, en primer lugar, € amplio ran-
go de tamafios abarcado (11 6rdenes de magni-
tud en una escala de octavas) y en segundo lu-
gar, €l gran tamafio medio de las bacterias de
estos ecosistemas; con valores de 0.68, 0.72 y
0.98 um de DEE (Diametro Esférico Equivalen-
te) paralas bacteriasdelasalinade Los Véez, la
laguna Honda y la salina San Carlos, respectiva-
mente. Los valores més frecuentes encontrados
en la bibliografia para bacterias marinas estan
comprendidos entre 0.02 (Lee & Fuhrman, 1987)
y 0.47 um® (Gast & Gocke, 1988). Para siste-
mas de agua dulce los datos apuntan a una dis-
persion semejante en € rango de vol imenes bac-
terianos, por ggemplo Coleet al. (1993), trabajan-
do en 20 lagos Norteamericanos, publican valo-
res comprendidos entre 0.01 y 0.2 um®. Sin em-
bargo los valores medios en estos sistemas dul-
ceacuicolas fueron ligeramente superiores a los

Tablal. Vaorespromediadosde clorofilay biovolumen de bacterias, pico y nanoplancton en lostres sistemas estudiados. Averaged
chlorophyll values and bacterial, pico, and nanoplanktonic biovolume in the three analysed ecosystems.

LAGUNA HONDA

S.LOSVELEZ S. SAN CARLOS
promedio n error estandar promedio n error estandar promedio n error estandar
Clorofila (ug/L) 0474 6 0.079 2668 3 154 2711 1 -

Bv bacteriano (um?3 /ml) 7.7-10° 4 3.1-10° 29.10° 2 - 3.0-10° 2 -
Bv picoplancton (um3®ml) 4.36-10° 5 24.10° - - - - - -
Bv nanoplancton (um3/ml) 24-10* 5  44.10° 89-10° 3 6.1-10° 20-10° 1 -
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Figura4. Frecuenciarelativade abundanciamediabacteriana
distribuida en clases logaritmicas de volumen (log,) en los tres
sistemas estudiados. Relative frequency of the average bacterial
abundance over the volume log classes (log,) in the three
studied ecosystems.

encontrados en ambientes marinos. Asi, Bell &
Kuparinen (1984) observaron un valor medio de
0.08 um?®, considerablemente mayor al encontra-
do por Lee & Fuhrman (1987). En lagos salinos,
Birbir & Sesal (2003) proporcionan tamafios me-
dios semejantes a los encontrados en el presen-
te estudio, con medidas de las formas bacilares
comprendidas entre 1.0-2.5 x 2.5-7.5 um linea-
les. Una posible explicacion al gran tamafo
medio de las bacterias de estos sistemas hiper-
salinos radicaria en la falta de depredadores
selectivos para esos tamafos (nanoflagelados
de gran tamafio), siguiendo laideade Simek &
Chrzanowski (1992).

Delacomparacion de los tres espectros se de-
duce que, lasbacteriasdelasalinaLos Vélez pre-
sentaron la distribucion mas heterogénea (el es-
pectro presenta mas picos) de entre los compara-
dos. Un aspecto a destacar de estos espectros es
sin duda el hecho de que las bacterias de gran ta-
mafio (por encima de 4 um?3) estén representadas
en mayor proporcion en |os sistemas propiamen-
te hipersalinos (Los Vélez y San Carlos) que en
lalagunaHonda. Por otra parte, encontramos una
mayor semejanza en la forma de las distribucio-
nes a la izquierda de la moda (esto es para las
bacterias mas pequefias) que paralas que quedan
aladerecha de las mismas.

En principio, seria esperable unamayor seme-
janza entre los espectros de las dos salinas que

7 6 54321012 3 4
Log VOLUMEN (um?)

Figura 5. Espectros de biovolumen por clases de tamafio
(log, de clases) paralas distribuciones promediadas en lalaguna
Honda, Los Vélez y S. Carlos. Biovolume size spectra (log,
classes) corresponding to averaged distributions of Honda
Lake, Los Vélez, and S. Carlos salterns.

entre éstas y lade lalaguna Honda, pero después
de observar las distribuciones obtenidas, no se
puede llegar a esa conclusion, tal vez debido ala
mayor semejanza en TSD entre la laguna Honda
y lasalina San Carlos.

A partir de estos espectros relativos de abun-
dancia por clases de tamafio se pueden obtener
distribuciones de biovolumen por categorias de
tamarios (Fig. 5), en cuyo caso, y unavez inclui-
do €l fitoplancton, si que se aprecia claramente
la diferencia entre e espectro de biovolumen de
lalagunay € de las salinas. Desde el punto de
vistadd analisisde laformadel espectro de bio-
volumen se aprecian dos caracteristicas destaca
bles: (i) labimodalidad del espectro de lalaguna
Honda, con maximos en las clases -1 y 3 (co-
rrespondientes a un tamaio lineal de 0.98'y 2.48
umde DEE) y (ii) e caracter creciente del espec-
tro de las dos sdlinas, de forma que si se gjustase
a un modelo lineal se corresponderian con una
pendiente positiva del espectro.

Es de destacar que € biovolumen integrado
del espectro de tamafios de la laguna Honda es
tres veces més alto que la de los otros dos siste-
mas. Sin embargo, en términos de densidades ce-
lulares (Fig. 6) por categorias de tamafios, las di-
ferencias son mucho mayores, 7 veces més en el
conjunto de todo €l espectro. Unaintegracion del
biovolumen de cada uno de los grupos (Tabla 1)
permite apreciar e gran predominio del compo-
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Figura 6. Espectro de abundancias de tamafios de las comu-
nidades bacterianas y fitoplanctonicas en clases logaritmicas
(log,) para los tres sistemas estudiados. Bacterial and phyto-
planktonic size abundance spectrum (log, classes) in the three
studied ecosystems.

nente fitoplancténico en lalagunaHondafrente a
la relativa paridad de los valores de biovolumen
de la comunidad bacteriana.

El andlisis de la forma del espectro de
densidades revela importantes diferencias en
la estructura de las comunidades planctonicas
analizadas. Dos son |os puntos sobre los que se
puede llamar la atencion: (i) la discontinuidad
enlaformadel espectroy (ii) el desplazamiento
conjunto de las distribuciones de bacterias
y fitoplancton hacia los rangos de mayor
tamaio en las comunidades de las salinas.
Este rasgo de la estructura del espectro de
tamahos, similar a encontrado por Rodriguez
et al. (1990) en la laguna de la Caldera 'y por
Havlicek & Carpenter (2001) para organismos
mayores en 11 lagos americanos, parece ser una
constante de los sistemas acuéticos de interior.
No obstante, se aprecia una clara diferencia
entre los sistemas hipersalinos y la laguna
salada. Resulta mucho mas patente el hueco, la
discontinuidad, del espectro de tamafios en los
primeros como, por otra parte, seria de esperar
en unos ecosistemas de caracter extremo con
menores posibilidades de transferencias de
materia y energia en la red trofica. Se pone
de manifiesto que el analisis de espectros de
tamafo puede ser utilizado como un indice de
complejidad general del ecosistemay relevante

en el disefo de funciones de metas ecoldgicas
(Alvarez-Cobelas & Rojo, 2000).
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