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RESUMEN

Este trabajo presenta el efecto que la contaminacion por metales pesados ha tenido sobre el perifiton del rio Guadiamar y esta
englobado dentro de un seguimiento general de los organismos y la calidad del agua que se ha estado llevando a cabo desde el
accidente de las minas de Aznalcdllar, en abril de 1998. Se pretende discernir qué factores tienen mas importancia en la estruc-
turacion de la comunidad, hasta qué punto la concentracion de metales ha llegado a alterarla y si hay bioacumulacion de meta-
les pesados en perifiton. Para ello se han contrastado las observaciones de campo con experimentacion en el laboratorio, some-
tiendo en este caso al perifiton a distintas concentraciones de una mezcla de metales pesados (similares a las que ha sufrido el
rio), como unico factor de alteracion. Los resultados indican que las algas bioacumulan metales, que estos afectan al desarro-
llo y la composicion de la comunidad, pero que en el rio esta respuesta refleja mas una adaptacion a tolerar la acidez del agua
que a la contaminacion por metales pesados (posiblemente porque las especies mas sensibles a los metales no se pueden desa-
rrollar). Por tanto, la comunidad resultante en el rio es diferente de la que se desarroll6 en el laboratorio, ya que en este ultimo
s6lo se seleccionaron especies en virtud de su mayor o menor tolerancia a la contaminacion por metales pesados.
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ABSTRACT

This paper shows the effects that pollution by heavy metals has had on the periphyton of the Guadiamar River and is included
into a general follow-up of the biota and water quality, which has been taking place since the Aznalcollar mine tailings spill, in
April 1998. The objective is to know which factors have the most importance with regard to community structure, to which
point the concentration of metals has come to alter it, and to know whether bioaccumulation of heavy metals occurs in
periphyton, whether it has altered the taxonomic composition of the periphyton community. To achieve this, analyses of
periphyton samples taken at the river have been compared with those gotten in laboratory experiments, in which algae from
non-polluted parts of the river were subjected to different concentrations of heavy metals(similar to those that affected the
river), as the only agent able to alter the community. Results indicate that the algae do bioaccumulate heavy metals, and that
they affect the community development and composition. However, in the river this response reflects more an adaptation to aci-
dity tolerance, rather than heavy metal pollution (possibly duo to the fact that heavy metal sensitive species can not develop).
Therefore, the periphyton community existing at the river differs from the one gotten in the laboratory, because in this case the
taxa were selected only in relation to their tolerance to heavy metals.

Keywords: Periphyton. Acidity. Heavy metals. Rivers.

INTRODUCCION de la Sierra Morena y en su cuenca ha habido

explotaciones mineras durante muchos siglos.
El rio Guadiamar es el ultimo afluente por la  La ultima explotacion en activo, las minas de
margen derecha del rio Guadalquivir. Es uno de Aznalcollar ha determinado durante muchos
los pocos rios andaluces no regulados en su aflos una constante contaminacion metalica del
cauce principal. Esta situado en la franja piritica ~ tramo medio-alto del rio, aunque sus efectos no
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Figura 1. Localizacion del rio Guadiamar y de las estaciones
de muestreo. Los niimeros de las estaciones que se han consi-
derado en este trabajo se han destacado con mayor tamafo.
Location of the Guadiamar River and the sampling stations.
The number of stations considered in this paper are shown
with a bigger size.

eran excesivamente notorios debido a la adapta-
cion de las comunidades. Ademas de este
impacto, el rio Guadiamar recibia sin depurar
las aguas residuales de los municipios ribere-
fios, asi como los vertidos de las industrias
agropecuarias (alpechines y vinazas), que se
concentran a partir del puente de las Doblas
(Fig. 1, punto 3). Ademas, el tramo inferior del
rio, que se derramaba en la marisma de Dofiana
se modificé en los anos 50, canalizandolo
mediante la construccidén de dos diques separa-
dos por 1 km. (Arambarri et al., 1984).

Esta situacion se agravdé como consecuencia
del accidente minero ocurrido en abril de 1998
cuando, por rotura de la balsa de estériles, se

vertieron en el rio (a través de su afluente el
Agrio) 4 hm? de fango y aguas 4cidas cargados
de metales pesados, que asolaron todo el cauce
y la zona inundable en una longitud de unos 40
Km. (Grimalt et al., 1999) A pesar de las labo-
res de limpieza desarrolladas, tanto en los siste-
mas terrestres adyacentes, como en el propio
cauce, aun ha quedado un resto de piritas que
significan una contaminacién a largo plazo
(Gallart, et al., 1999).

El vertido toxico, las labores de limpieza y
otras actuaciones realizadas, tanto en el propio
cauce como en los sistemas terrestres adyacen-
tes, modificaron sensiblemente las caracteristi-
cas fisicoquimicas del agua y de los sedimen-
tos. Estas variaciones afectaron, l6gicamente,
a todas las comunidades asociadas al rio.
Desde el punto de vista de las comunidades
acudticas, la situacion de dichas poblaciones
después de una pequefia recuperacion inicial se
mantuvo estatica durante muchos meses, ya
que tanto las condiciones fisicas como las qui-
micas no permitian una mejora sensible. Sin
embargo, ya a mediados del afio 2000 empeza-
ron a producirse nuevos acontecimientos que
han marcado un ligero cambio en el rio
Guadiamar. Por una parte, empez6 la retirada
de las trampas de sedimento, que habian con-
vertido el rio en una sucesion de pozas. Por
otra parte se realizé la limpieza del cauce de la
parte superior del rio. Finalmente tuvieron
lugar las primeras lluvias fuertes desde abril
de 1998, con las consecuentes avenidas. El afio
2001 fue mucho mas lluvioso que los anterio-
res, especialmente en invierno, cosa que,
en principio, fue favorable para la recupe-
racion de las comunidades acuaticas.

Para controlar tanto el efecto del vertido
como la posible recuperacion se inicio en Julio
de 1998, apenas tres meses después de produci-
do el accidente, un programa de seguimiento
que ha producido ya algunas publicaciones (Prat
etal., 1999; 2001; Sola et al., 2001)

En este articulo se reflejaran los cambios
ocurridos en la densidad y composicion de las
comunidades de perifiton, asi como en la acu-
mulacion en esta comunidad de elementos toxi-
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cos (Zn, Cu, Pb, Cd, Tl, As y Sb). Se utiliza el
término perifiton en su acepcion de algas bento-
nicas que se desarrollan adheridas a un sustrato
(Wetzel, 1983, Iserentant, 1987, Casco, 1989).

En el campo coexisten diversos factores (pH,
concentracion de metales, velocidad de corrien-
te) que afectan a la estructura y composicion
taxonomica de las comunidades acuaticas.
Ademas, los analisis de metales realizados en
las muestras tomadas en el rio no permiten dife-
renciar qué parte de estos metales esta incorpo-
rada a la biomasa y qué parte corresponde a par-
ticulas de pirita acompafiantes. Por esta razon se
ha experimentado en el laboratorio, con un
doble objetivo: determinar si hay bioacumula-
cion de metales por parte de las algas y ver el
efecto que la concentracion de metales por si
sola tiene en la composicion del perifiton. Los
resultados obtenidos con estas experiencias
también se recogen en este articulo.

MATERIAL Y METODOS
Experiencias de campo

Aunque para el estudio general se seleccionaron
10 puntos de muestreo (Fig. 1) de los que dos: el
1 (zona fluvial) y el 10 (zona marismefia) se han
utilizado como referencia al no haber estado
afectados por el vertido téxico, en este estudio
solo se consideran los resultados obtenidos en el
tramo superior (puntos 1 a 3), debido a que en el
tramo inferior el impacto de la contaminacion
organica enmascara el efecto del vertido toxico.
La frecuencia de muestreo ha sido variable a lo
largo del periodo de estudio, siendo cada 6
semanas en 1998 y 1999, cada 3 meses en 2000
y cada 6 meses en 2001.

Para el estudio del perifiton se recolectaron
sustratos naturales colonizados. En el tramo
del rio considerado en el presente trabajo los
sustratos recogidos fueron piedras en todos
los casos, siempre en zona de corriente, si
bien en otras zonas del rio esto no fue asi
debido a la granulometria del sustrato y las
caracteristicas del cauce.

En cada punto se recogieron muestras para distin-
tos tipos de andlisis: 1) Analisis de pigmentos
fotosintéticos como estima de la biomasa; 2)
Identificacion y recuento de especies; 3) Analisis
de metales. Para cada uno de estos analisis se
tomaron varias piedras al azar con una superficie
total media de aproximadamente 100 cm?.

Para el andlisis de pigmentos fotosintéticos
los sustratos se introdujeron, directamente en el
campo, en metanol. La extraccion se realizo en
oscuridad y a 4 °C durante 24 horas. La concen-
tracion de clorofila a se estim6 por la formula
de Talling & Driver (Vollenweider, 1969).

Para la identificacion y recuento de las espe-
cies de perifiton, los sustratos se introdujeron
en formol al 4%, en el laboratorio el sustrato se
rasco y el material recogido se guard6 en for-
mol al 4%, separdndolo en dos alicuotas,
una para la identificacion de las especies y
otra para el recuento utilizando la técnica
Utermohl (1958). A partir de estos recuentos
se determind la abundancia relativa de cada
una de las especies.

Para el analisis de metales, los sustratos se
introdujeron en agua MilliQ conservandose en
frio. El raspado de los sustratos se realiz6 utili-
zando material previamente lavado con acido
nitrico para eliminar posibles restos de metales
en ¢l. Posteriormente, la suspension en agua
MiliQ obtenida se filtré en nitrato de celulosa
WHATMAN de 0.45 mm de poro, congelando
y liofilizando posteriormente los filtros. Las
muestras bioldgicas liofilizadas se digirieron
en recipientes cerrados (reactores de presion
“Savillex”, mod 561 2R) con 1.5 ml de HNO;y y
0.4 ml de H,O, a 90°C durante 6 horas, dilu-
yendo el resultado en 3 ml de agua bidestilada.
El mismo procedimiento se realizé al material
de referencia adecuado. El analisis de metales
se realizd por espectrometria de Masas de
Plasma, acoplado inductivamente (espectrome-
tro IOP-MS Perkin-Elmer modelo Elam-6000),
utilizando Rh como estandar interno. Todo el
material utilizado en el tratamiento de las
muestras para el andlisis de metales fue previa-
mente lavado con HNO; al 10% y enjuagado
varias veces con agua bidestilada.
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Los elementos que contaminan basicamente el
Guadiamar y el Agrio, como efecto del acci-
dente minero, son Zn, Cu, Pb, Cd, Tl, As y
Sb, por lo que son los que se han analizado en
las muestras. Entre ellos hay dos (Sb y As)
que son metaloides, pero, de forma general,
se hablara de metales pesados.

Mediante un analisis canonico de correspon-
dencias (CCA, PC-ORD), se ha comparado la
abundancia de los taxa de perifiton dominantes
en los distintos tramos de rio, con diversas
variables indicadoras de la contaminacién mine-
ra (pH y concentraciones de Zn, Pb, Cd, Cu, T1).
No se han considerado los elementos no metali-
cos (As y Sb), porque su comportamiento frente
al pH es distinto a los elementos metélicos, de
forma que las maximas concentraciones deriva-
das del accidente minero se han registrado en
zonas situadas aguas abajo del tramo de rio con-
siderado en este trabajo (Toja et al., 2003).

Experiencia de laboratorio

En el experimento se ha procurado reproducir,
dentro de lo posible, las condiciones naturales

Se usd como bagleE[a}égaDdEngqurilg ?tGere na)
filtrada a través de filtro WATMAN CF/C, afadiendo
las sigui [ traci de en pg-L’
Zn Cu Pb Cd T As Sb
] 0 0 0 0 0 0
25 4 3 0,1 0,251 2
600 50 30 15 2 15 5
200 180 275 150 10 45 10

Flujo del medio de cultivo=04 L. hora’

zEpm

10cm

0em

PERIFITONUTILIZADO

Perifiton natural desarrollado en sustratosartificiales
(tiras de acetato esmeriladas) depositadas en el
punto 1 {Gerena) durante 2 meses.

5 REPLICAS POR EXPERIMENTO

CONCENTRACION DE NUTRIENTES Luz

Nitrato: 150 pM-L" Intensidad = 100 pE
Nitrito: 1,5 uM-L" Foloperiodo = 12h/12h
Amonio: 33 pM-L'

Fosfato: 1,2 pM-L"

Silicato: 64,5 pM.L"

Figura 2. Disefio experimental en laboratorio. Laboratory
experimental design.

del rio (Fig. 2). Para ello se han utilizado comu-
nidades de perifiton naturales, desarrolladas en
el punto de referencia (Gerena, punto 1) sobre
sustratos artificiales, consistentes en tiras de
acetato esmeriladas, que se mantuvieron en el
rio 4 semanas. Como base del medio de cultivo,
se utilizdé agua procedente de Gerena, previa-
mente filtrada con filtros WATMAN GF/C. Se
enriquecio el agua con nutrientes (compuestos
de nitrogeno y fosforo) hasta alcanzar concen-
traciones similares a las maximas que de los
mismos se han detectado en el rio en Gerena a
lo largo del estudio (Prat ef al., 1999). La razén
de este enriquecimiento era que, en ensayos pre-
vios, se habia visto que, dado que el agua en
Gerena tiene, normalmente, pocos nutrientes,
las comunidades decaian por limitacion de éstos
antes que por el efecto toxico. La experimenta-
cion se realizd en una serie de pequefios canales
(50 cm de largo, 10 de ancho y una lamina de
agua de 2 cm.) haciendo pasar el agua por ellos
en flujo continuo de 0.4 litros/hora, similar al
que se encuentra en las pozas del rio, donde se
colocaron los sustratos artificiales. La tempera-
tura se mantuvo entre 20 y 23 °C, la intensidad
de luz fue de 100 uE y el fotoperiodo de 12
horas luz/12 horas oscuridad.

Se colocaron 5 tiras colonizadas en cada uno
de los 4 canales utilizados. Uno de los canales
se utilizd como control, sin adicion de metales y
a los demas se les anadi6 una mezcla de los
metales considerados en este estudio (Zn, Cu,
Pb, Cd, Tl, As, Sb) en concentraciones que,
aproximadamente, eran similares a las minimas
(ensayo El), media (ensayo E2) y maxima
(ensayo E3), detectadas para cada metal en el
agua del rio. Las concentraciones utilizadas en
cada ensayo se especifican en la figura 2.

El crecimiento del perifiton se determino
por la medida de la clorofila a, tomando una
muestra de cada uno de los 5 sustratos al inicio
de la experimentacion (tiempo 0) y semanal-
mente durante cinco semanas. Para la identi-
ficacion de las especies y el contenido en
metales se tomaron muestras con la misma
periodicidad. La metodologia utilizada fue la
seguida para las muestras de campo.
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RESULTADOS

Crecimiento y composicion de la comunidad
perifitica

Estudio en el campo

La figura 3 muestra la concentracion de clorofila
en el tramo considerado (puntos 1, 2, 2.1 y 3).
Los resultados obtenidos muestran una dinamica
marcadamente estacional y, en general, son algo
erraticos. Ademas de las variaciones estacionales
en las caracteristicas medioambientales, la razon
de esta irregularidad puede estar en el hecho de
que los sustratos se tomaban al azar y, teniendo
en cuenta que la distribucidén del perifiton es
contagiosa (sobre todo en lo que se refiere a las
algas filamentosas), puede que las muestras
tomadas no reflejaran fielmente las caracteristi-
cas medias de la zona. Pero, en general, salvo en
los primeros momentos tras el accidente o en
diversos eventos ligados a las actuaciones en el
cauce, en las zonas afectadas no s6lo no se ha
registrado una disminucion del crecimiento, sino
que en muchas ocasiones ha sido superior a la de
la zona de control. La razén esta en la composi-
cion de las comunidades. En los puntos afectados
rdpidamente se establecié una comunidad de
algas adaptadas a soportar las nuevas condicio-
nes, siendo la mayoria de macroalgas filamento-
sas, Ulothrix spp (aunque alguna de estas espe-
cies podria pertenecer al género Klebsormidium)
y Mougeotia sp, principalmente, que incremen-
tan mucho la concentracion de clorofila.

La figura 4 muestra los niveles de metales
registrados en las muestras de perifiton. La
dinamica seguida ha sido bastante compleja. En
general se observa un descenso a finales del
periodo de estudio para casi todos los elementos
téxicos analizados. En parte puede deberse al
descenso en la concentracion de metales en el
agua pero también puede deberse a que los dos
ultimos anos fueron lluviosos, con avenidas que
aumentaron la velocidad del agua y, como con-
secuencia, lavaron parte de la materia inorganica
depositada en los biofilms. En cualquier caso, es
patente el hecho de que las concentraciones de
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Figura 3. Concentraciones de clorofila a en el perifiton, a lo
largo del tiempo, en cada una de las estaciones de muestreo
estudiadas. Periphyton chlorophyll a concentrations along the
study period, in each sampling station.

metales de las zonas afectadas han sido y todavia
son muy superiores a la zona control.

La figura 5 muestra la composicion de la
comunidad de perifiton en el tramo considerado
a lo largo del tiempo, diferenciando los periodos
de avenida y sequia ya que, por causas natura-
les, son bastante distintos. EIl punto control
(Gerena) esta caracterizado durante la inunda-
cion por diatomeas: Achnanthes minutissima y
Gomphoneis olivacea principalmente pero, tam-
bién en mayor o menor medida segun el afo,
Cyclotella meneghiniana, Melosira varians,
algunas Synedra (S. ulna, S. acus), Cocconeis
placentula, y varias especies de los géneros
Navicula (N. cryptocephala, N. decussis),
Cymbella (C. amphicephala, C. ventricosa, C.
caespitosa, C. helvetica, C. affinis), Gompho-
nema (G. angustatum, G. constrictum) y
Nitzschia (N. palea, N. sinuata, N. hungarica).
En sequia dominan Cianofitas representadas
mayoritariamente por Oscillatoria spp, Calo-
thrix sp y Geitleribactron periphyticum. El
punto 2 (rio Agrio) es el que mas sufre la accion
de la mina. Las especies mas caracteristicas de
la zona son Klebsormidium sp, Ulothrix sp,
Mougeotia sp y varias diatomeas: Achnanthes
minutissima, Eunotia exigua, Nitzschia palea y
Naviculaceas (Pinnularia biceps y Navicula spp
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Figura 4. Contenido de cada uno de los metales pesados en el perifiton, a lo largo del tiempo, en cada una de las estaciones de
muestreo estudiadas. Heavy metal contents in the periphyton along the studied period, in each sampling station

sobre todo). En funcion del afio y la estacion las han significado gran parte de la biomasa. El
proporciones de estos taxa han variado mucho  punto 2.1 (confluencia) presenta en su mayor
aunque, como norma general, las filamentosas  parte diatomeas. Se han observado desarrollos
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Figura 5. Abundancia relativa media, en cada periodo considerado (avenida a la izquierda, estiaje a la derecha) entre los afios 1998
y 2001, de las especies o grupos de especies dominantes en cada una de las estaciones de muestreo. Se representa la abundancia
del niimero de individuos (arriba) y del biovolumen (abajo). Relative average abundance of the dominant species or group of spe-
cies found in each considered period (wet season on the left and dry season on the right) from 1998 to 2001. The abundance of

number of individuals (up) and biovolume (down) are shown.

masivos de filamentosas, Ulothrix, Klebsormi-
dium y Mougeotia en buena parte de los casos,
principalmente en estiaje. Estos desarrollos han
aportado mucha biomasa y clorofila al sistema,
aunque la observacion al microscopio revelaba
mayor efectivo numérico poblacional de otras
especies (principalmente Achnanthes minutissi-
ma, Eunotia exigua, Navicula sp, Pinnularia
biceps, Nitzschia palea y Surirella ovata). En el

punto 3 (Las Doblas) Stigeoclonium protensum
sustituye a las filamentosas encontradas aguas
arriba. Esta especie, que fue la primera que
colonizd esta zona del rio tras el accidente
(Prats et al., 1999), es la que mas biomasa llega
a aportar y aparece acompafiada por diversas
diatomeas (Achnanthes minutissima, Surirella
ovata, Nitzschia palea y, en menor medida,
Navicula spp y Gomphonema angustatum.
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Figura 6. Distribucion en el plano definido por los dos prime-
ros ejes del analisis CCA, de las muestras de perifiton, de las
variables fisicoquimicas y de los taxa considerados. Las mues-
tras correspondientes a cada estacion se han indicado con sim-
bolos: (O) Punto 1, Gerena; (W) Punto 2, Agrio; (4) Punto
2.1, Confluencia; (4) Punto 3, Doblas. Distribution, of the
samples, the physical and chemical variables, and the consi-
dered taxa, in the plane defined by the two first CCA axes.
Samples corresponding to each sampling station are indicated
by symbols: (O) Station 1, Gerena, (M) Station 2, Agrio,; (®)
Station 2.1, Confluencia; (A) Station 3, Doblas.

La figura 6 muestra la distribucién de los taxa
dominantes de perifiton y de las muestras consi-
deradas en el plano definido por los dos prime-
ros ejes del analisis CCA. El primer eje, que
adsorbe el 22.5% de la varianza, esta definido
por el pH. El segundo eje, que adsorbe el 15.9%
de la varianza, estd definido por la oposicion
entre el talio y el resto de metales.

El eje 1 separa claramente las muestras corres-
pondientes al punto 1 (Gerena) y a la mayoria de
las del punto 3 (Las Doblas) de todas las del
punto 2 (Agrio) y de la mayoria de las del punto
2.1 (Confluencia). Pero algunas de las muestras
de la Confluencia se confunden con las de las
Doblas. Esto esta ligado normalmente a que el
caudal en las Doblas proceda mayoritariamente
del Guadiamar o del Agrio. En el primer caso, la
calidad del agua aumenta en la Confluencia y en
el segundo disminuye en las Doblas. Segun este

120 - T

-2

100 -

80 -

60

40

mg clorofila.a - m

20

0 7 14 21 28 35
Dias de experiencia

[

| w===Control = = E{1 —A—E2 —¢—E3

Figura 7. Crecimiento de la comunidad (estimado por la con-
centracion de clorofila.a) en los distintos ensayos (E1, concen-
tracion de metales baja; E2, intemedia; E3, alta). Se muestra la
desviacion estandar en cada caso. Community growth (estima-
ted by the chlorophyll a concentration) in the different assays
(E1, low concentration of heavy metals; E2, intermediate; E3,
high). Standard deviation is shown in each case

primer eje, los taxa se diferencian en dos grupos:
por un lado el grupo de las Cianofitas (Calothrix
sp + Lyngbya sp + Oscillatoria spp), Achnanthes
minutissima, Cymbella spp y Stigeoclonium pro-
tensum y, por otro a las Ulotricales (Ulothix +
Klebsormidium), Zignematales (Mougeotia +
Pleurodiscus) y Eunotia exigua que son especies
tolerantes a la acidez.

Aunque las muestras de Gerena y las Doblas
aparecen relativamente juntas, el segundo eje
determina una ligera separacion, caracterizando
Gerena por las Cianofitas, Achnanthes munutis-
sima y Cymbella spp y a las Doblas por
Stigeoclonium protensun. Como se ha comenta-
do anteriormente, esta especie fue la primera
que colonizo el tramo de las Doblas en los pri-
meros meses posteriores al accidente minero, en
cuanto se neutralizo el pH del agua. Por lo tanto,
parece que es una especie que tolera una cierta
cantidad de metales, pero no resiste la acidez.
Por otro lado, las Cianofitas practicamente sélo
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aparecen en Gerena. Achnanthes minutissima y
Cymbella spp, aunque sean proporcionalmente
mas importantes en Gerena son abundantes en
ambas zonas del rio. En el caso de los puntos
mas contaminados, el segundo eje diferencia
claramente al grupo de las Ulotricales de
Eunotia exigua y, en menor medida, de las
Zignematales. Es posible que estas especies
sean tolerantes a concentraciones relativamente
altas de talio, mientras que para las Ulotricales
sea muy toxico, pero no hemos encontrado refe-
rencias bibliograficas al respecto.

Experiencias en el laboratorio

El crecimiento del perifiton se ha visto clara-
mente influenciado por la adicion de la mezcla
de metales pesados (Fig. 7). El control ha regis-
trado siempre un crecimiento mayor que los
otros ensayos, salvo en la primera semana, que
fue un periodo de aclimatacion de las algas al
ambiente del laboratorio y de respuesta a las
condiciones impuestas. Aunque con oscilacio-
nes, el crecimiento en el control se estanca hacia
las dos semanas de experimentacion, posible-
mente por limitaciones de espacio. En todos los
demas ensayos, el desarrollo ha sido tanto
menor cuanto mayor ha sido la concentracién de
metales. También en estos casos se observa un
cambio a partir de los 14 dias de experiencia,
pero es diferente segiin el ensayo. A partir de
este momento, E1 se mantiene mas o menos
estable (aunque en este caso no puede achacarse
a limitacion de espacio) pero, tanto en E2 como
en E3, empieza un crecimiento que dura hasta el
final de la experimentacion, aunque no se llegue
nunca a los niveles del control.

La figura 8 ilustra la evolucion temporal de la
concentracion de metales en el perifiton para
los distintos ensayos a lo largo del tiempo. Para
todos ellos, salvo para el As, se observa una
pequena bajada a lo largo del tiempo en el con-
trol. Ello se debe al lavado, por el flujo de agua
filtrada, de las particulas inorganicas deposita-
das sobre el perifiton. Hay que tener en cuenta
que, aunque no afectado por el accidente mine-
ro, el punto 1, en el que se dejaron colonizar los

sustratos artificiales para experimentacion, reci-
be aportes de la cuenca piritica, donde también
hay algunas minas abandonadas, por lo que los
sedimentos que recibe también tienen una cier-
ta cantidad de metales. De forma general se ob-
serva que la concentracion de metales en la bio-
masa es directamente proporcional a la adicion
de metales al agua y que tiende a aumentar en el
tiempo. As muestra una dindmica distinta por-
que los valores que se registran en el agua del
punto de referencia, la usada en el sistema de
experimentacion, no son significativamente dis-
tintos de los de la zona contaminada, ya que este
elemento no ha ido tan ligado a la contamina-
cion minera como el resto.

Si se comparan los niveles de metales alcanza-
dos en el experimento con los registrados en el
campo, se observa que en éste ultimo son un
orden de magnitud superiores, lo que confirma
que una parte de los metales que hay en los bio-
films del rio corresponde a materia inorganica
(restos de piritas). Pero las diferencias observadas
en el experimento entre el control y los demas
ensayos indican que si hay una bioacumulacion.

La comparacion de los distintos tratamientos
muestra que la composicion taxonémica de la
comunidad ha variado sensiblemente (Fig.9) por
los metales afiadidos. Las cuatro fotografias de
la figura 10 muestran la fisonomia del perifiton
al final del experimento para los distintos ensa-
yos. Sin embargo, el patron de variacion no ha
sido el mismo que se ha observado en el campo,
donde hay otros factores como, por ejemplo, la
velocidad del agua, el pH y la depredacion que
pueden tener tanta o mas incidencia que los
metales en la estructuracion de la comunidad.

El control es rico en diatomeas durante todo
el periodo de experimentacion. Las especies
dominantes y madas caracteristicas de este
grupo son Achnanthes minutissima y varias
Cymbella (C. caespitosa, C. helvetica, C.
amphicephala, C. affinis). Aunque A. minutis-
sima supere con creces en efectivo numérico a
Cymbella spp, el aporte en biomasa de estas
ultimas es importante. La adiciéon de metales
determina distintos efectos patentes, sobre
todo, al término de la experimentacion.
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De forma general, se observa una disminucion
en la riqueza de diatomeas, especialmente en las
Cymbella. A. minutissima es la diatomea mas
tolerante a las condiciones impuestas. Los dis-
tintos tratamientos presentan peculiaridades
interesantes: E1 pasa a ser dominado, tanto en
biomasa como en densidad, por A. minutissima.
En E2 aparecen al final de la experimentacion
pequeias clorococales (Monoraphidium, Scene-
desmus, especies afines a Chlorella) y algunas
cianofitas (Lyngbya sp). Por su parte, E3 pasa a
ser dominado claramente por Lyngbya y
Microcystis que desarrollan vainas mucilagino-
sas. Aunque en términos de efectivo numérico
Microcystis parece mucho mas abundante que
Lyngbya, ello obedece a que el recuento se ha
hecho por células para Microcystis y por fila-
mentos para Lyngbya; la diferencia se reduce si
se comparan biovolumenes.

DISCUSION

Los factores que mas han discriminado la com-
posicion de la comunidad en el campo y en el
laboratorio no han sido los mismos. En el labo-
ratorio las algas unicamente responden a la

Velivocal

Lyngbya sp

Cryptomonas sp

concentracion de metales, pues éste es el factor
que ha diferenciado los tratamientos. Las mas
sensibles (Cymbella) desaparecen con el paso
del tiempo en E1, E2 y E3, quedando solo las
mas resistentes (Achnanthes minutissima, por
ejemplo). Esta especie, dominante en El, es
sumamente adaptable y tolerante. General-
mente es la dominante en muchos ecosistemas
acuaticos de la Sierra Norte (Casco, 1989; Toja
y Casco, 1991, Casco y Toja, 2003) donde el
nivel natural de metales es relativamente alto,
debido a la franja piritica.

La estrategia observada en el laboratorio,
cuando las concentraciones de metales son
altas, es la de seleccionar especies como las de
los géneros Microcystis y Lyngbya, capaces de
aislarse del medio a través de una capa de muci-
lago que minimice la transferencia de metales
hacia las algas (Admiraal et al., 1999). Aunque
no es habitual la presencia de Microcystis en el
fitobentos, la razon de su aparicion en los ensa-
yos de laboratorio puede radicar en que el flujo
de agua durante la experimentacion fue lo sufi-
cientemente débil como para permitir su creci-
miento y en que el mucilago posibilitaba la pro-
liferacion en un medio con metales pesados. El
crecimiento de Lyngbya y Microcystis es el res-

Figura 10. Fisonomia del perifiton al final del experimento en los distintos ensayos. Appearance of periphyton at the end of the

experiment in the different assays.
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ponsable del aumento de clorofila que se regis-
tré en E2 y E3 a partir de los 14 dias. Si bien el
biofilm llega a bioacumular metales, ya que la
concentracion de éstos en biomasa es propor-
cional a la concentraciéon en agua (Fig. 5) y
aumenta en el tiempo, muy posiblemente una
parte importante de ellos queda retenida en la
estructura mucilaginosa.

En el Agrio, durante el primer afio y medio
posterior al accidente, el desarrollo de las comu-
nidades fue erratico, debido no sélo a la contami-
nacion sino a las modificaciones del cauce. A par-
tir del 2000 se ha implantado una comunidad de
algas bien adaptadas a los efectos de la mina.

Haciendo un paralelismo, teniendo en cuenta
la concentracion de metales, entre los distintos
ensayos de laboratorio y puntos de muestreo en
el campo, el Agrio corresponde al ensayo E3.
Sin embargo, la comunidad es totalmente dife-
rente. En el Agrio no hay Cianofitas, posible-
mente porque son incapaces de tolerar el pH
acido. Ademas, se conoce de ellas que son sen-
sibles a los metales pesados por lo que, para
subsistir, estan obligadas a aislarse del medio
con una capa mucilaginosa, como se observa
en el laboratorio. En el rio esta estrategia no
parece viable. Puede haber dos causas que des-
truyan la estructura mucilaginosa: la depre-
dacién y la velocidad de corriente. Se ha com-
probado, ademas, que este ultimo factor
aumenta la toxicidad de los metales por varias
causas (Navarro, 2001).

Este efecto de la corriente se debe, por un
lado, a que la velocidad alta estimula la fotosin-
tesis (Pfeifer y McDiffet, 1975) y la incorpora-
cion de nutrientes (Whitford y Schumacher,
1961) y parece que hay una relacion entre la
incorporacion de metales y el incremento de la
fotosintesis (Navarro et al., 2000). Por otro lado
un aumento de velocidad disminuye el grosor de
la capa limite, lo que se traduce en una mayor
accesibilidad de los nutrientes al perifiton
(Stevenson y Glover, 1993) y, probablemente,
de los metales. La absorcion de metales se lleva
a cabo mediante un mecanismo bifase (Genter,
1996). La primera es fisica (bioabsorcion) y la
segunda depende del metabolismo.

Por otro lado, la depredacion sobre el perifiton
puede alterar las cubiertas mucilaginosas,
haciendo mas asequibles los metales para su
incorporacién a la biomasa de algas, como se ha
demostrado con otros tdéxicos como la antrazina
(Mufioz , com. personal).

Asi, lejos de encontrar Cianofitas con muci-
lagos, en el campo se hallan especies muy tole-
rantes al pH 4cido como varias del género
Ulothrix ylo Klebsormidium, Mougeotia sp,
Pleurodiscus sp y Eunotia exigua. Ulothrix y
Klebsormidium son géneros tipicos de sistemas
sometidos a este tipo de tension. Ciertos estu-
dios han denominado como Ulothrix y otros
como Hormidium o Klebsormidium a los largos
filamentos de Ulotricales propios de este tipo de
sistemas, cuando posiblemente se haya tratado
en todos los casos del mismo género (Niyogi et
al, 2002). Las Zignematales, como Mougeotia,
son frecuentes en lagos acidos (Prescot, 1962;
Planas, 1996) y, aunque en general existen taxa
de diatomeas que resisten la acidez, el género
Eunotia parece estar especialmente favorecido
(Moss, 1973; Mulholland et al., 1986; Marker y
Willoughby, 1988; Vinebrooke y Graham, 1997;
Kapfer, 1998; Niyogi et al., 2002). Las
Zignematales se desarrollan mejor con veloci-
dades pequefias de corriente (épocas de estiaje),
mientras que las diatomeas estan favorecidas
por velocidades mayores (épocas de avenida)
(Folch, 1985). Por lo tanto, el efecto puede ser
debido mas a la acidez del agua que a las con-
centraciones de metales, aunque, logicamente,
también deben ser tolerantes a concentraciones
elevadas de metales. Ademas, el analisis CCA
parece indicar que Eunotia exigua es bastante
tolerante a concentraciones relativamente altas
de talio, pero no ocurre lo mismo con las
Ulotricales. Pero no hemos encontrado referen-
cias que abonen esta hipotesis.

De todas formas, los resultados obtenidos en
los experimentos si apoyan la hipdtesis de que las
altas concentraciones de metales son toxicas para
muchas algas, ya que muchas de las especies que
colonizaron los sustratos en Gerena, desaparecie-
ron en los experimentos al ser tratadas con meta-
les (Cymbella, Gomphonema y Gomphoneis de
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forma mas evidente). En estos experimentos, el
pH se mantuvo siempre por encima de 7. Ademas,
los experimentos se han llevado a cabo con velo-
cidades de corriente muy bajas, con lo que la toxi-
cidad que ya tienen los metales por si solos se
acentuaria en sistemas con mas corriente.

Existen numerosos trabajos sobre el efecto
del Cu sobre la estructura y el metabolismo de
la comunidad algas (Eichenberger et al., 1981;
Leland y Carter, 1984, 1985; Pratt y Rosen-
berger, 1993; Navarro, 2001). Existen también
algunos trabajos sobre el Cd. Pero el resto de
metales ha sido poco ensayado y mucho menos
el efecto combinado de varios metales. Por
ahora nuestros datos permiten afirmar que ha
habido cambio en las comunidades y bioacumu-
lacién de metales en biomasa, pero no el papel
que cada uno de los metales ha jugado en ello o
si ha habido efectos sinérgicos.

En conclusion, la contaminacién téxica ha
afectado la composicion de las comunidades de
perifiton del rio Guadiamar, que se ha traducido
en la desaparicion de especies que potencial-
mente se podrian desarrollar en el tramo afecta-
do. Puesto que se ha experimentado con una
mezcla de metales atin no se puede establecer
cual es el papel de cada uno de ellos por separa-
do en la estructuracion del perifiton. Sin embar-
go, de forma conjunta, que es como se presen-
tan en el rio, producen un impacto al hacer
desaparecer a las especies mas sensibles.
Ademas, se ha detectado que hay bioacumula-
cion de metales en biofilms. No obstante, el pH
es un factor aiin mas importante en la composi-
cion del perifiton en el rio.

A pesar del tiempo transcurrido, las comuni-
dades no se han recuperado por completo, sien-
do atin menor el nimero de especies en los tra-
mos afectados por el vertido que en las
estaciones de control.
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