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Abstract: An efficiency comparison for counts of viable heterotrophic bacteria in a coastal lagoon was done for three
media with different salinities. Water sam ples werc taken along the salinity gradient (range 1-28 %), with and without
lagoon communication with the sea. In all cases, the cstuarine medium with intermediate salt concentration gave the

highest values of colony forming units and is more reliablc.
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Tradicionalmente los métodos utilizados para
la cnumecracion dc las poblaciones bactcrianas
acudticas han sidodivididos en contcos directos ¢
indircctos (Colwell et al. 1975). Los primeros han
tenido un notorio adelanto con la aplicacién de la
microscopia dc cpiffuorescencia que permite
distinguir claramente entre detritus y baclerias.
Dentrodc los segundos, el método cldsico hasido
la dcterminacién del niimero de unidadcs forma-
dorasdccolonias (UFC) cn placas dc agar. Gene-
ralmentc, sc ha rcalizado porla técnica dc vaciado
(Spread Plate) sobre la superficic del agar, como
consccucncia dec la conocida tcrmoscnsibilidad
de las bacterias acudticas. Sin cmbargo, ¢éstc ha
sido scveramente criticado, por ser un método
quc s6lo permitc contar una pequcia fraccion de
la poblacién total (Taga & Matsuda 1974). A
pesar dc csto, lodavia hoy cs ampliamente utiliza-
do pucs constituye un parimctro adicional y cl
tinico que permite aislar bacterias viables (Buck
1979).

Un problema mds se sumacn ambicntes cstua-
rinos y lagunas coslcras, cn los cuales existe un

gradiente marcado de salinidad y dondc la
cleccién de un dnico medio de cultivo, que sca
representativo para todo cl sistema, sc hace
dificil. Generalmente se han utilizado para cl
andlisis bacterioldgico del agua dulce, asi como
dc agua dec mar y moluscos, ¢l agar para recucnto
cn placa (PCA), quc no ticne concentracién de
salcs alguna (APHA 1970, 1985). Aun cn
cstudios ccoldgicos rcalizados en ambicntes de
salinidad variable, sc han utilizado casi sin
cxcepcion medios para agua dulcc o marinos
(Troussclicr & Balcux 1981).

Wecincr, Hussong & Colwell (1980) han for-
mulado un medio cstuarino, ¢l cual resultd exito-
so al comparar los conteos con el PCA y otro
mcdio estuarino, sin cmbargo cl dmbito de salini-
dad examinado fuc solo centre 7 y 14%. Por lo
tanto ¢l presente trabajo, ticne como objetivo
cstudiar comparativamente la cficiencia cn cl
contco, de tres medios de cultivo con distinta
salinidad, cn un ambicntc dc alta variabilidad en
cste pardmetro.
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Lainvestigacién fue realizada en la Laguna de
Rocha, ubicada al Sureste del Uruguay entre los
34032' . 34°38' Sy los 54°12'-54°22' W (Fig.l).
Constituye un cuerpo de agua somero con una
profundidad media de 0.58 m y un dreade ca. 72
km?. Sus principales tributarios son los arroyos
Rocha y Las Conchas que desembocan en la zona
Norte. Ea comunicacién con el océano est4 res-
tringida por la presencia de una barra paralelaala
costa, la cual se abre de forma natural o por la
accion del hombre. Su principal caracteristica es
la variabilidad hidrodindmica como consecuen-
cia de los periodos de abertura de la barra, y de
lluvias. En la direccién Norte-Sur presenta un
marcado gradiente horizontal de salinidad, no
existiendo en el sentido vertical, debido a su
escasa profundidad.

[34°37"

Oceano Atlantico

54'15'

Fig. I Ubicaci6n de la Laguna de Rocha y estaciones de
muestreo.

Muestras de agua superficial (ca. 20 cm) fue-
ron tomadas en estaciones ubicadas a lo largo del
gradiente salino (Fig.1). El periodo de estudio fue
de febrero a julio de 1987, abarcando situaciones
de abertura y cierre de la barra, totalizando 36
muestras. Las muestras fueron obtenidas utilizan-

do botellas de vidrio de 200 m] esterilizadas,
siendo trasladadas en cAmaras con hielo a ca.4° C
y procesadas en un lapso no mayoralas Sh.Enel
laboratorio, 1 ml de la muestra fue diluida 1:5 o
1:10enagua peptonada al 1% (p/v). Luego de una
enérgica agitacién (30 s), se realizaron las poste-
riores diluciones. Seguidamente 0.1 ml fue sem-
brado por triplicado en agar para recuento en
placa (Britania), en agar marino de ZoBell (Ma-
rineagar2216E, Difco) y en agar estuarino (11.22
g de caldo marino (Difco) y 15 g de agaren 1 litro
deaguadeionizada) porlatécnicade vaciado. Las
salinidades de los medios especificadas en sus
férmulas originales son 0, 31.0 y 9.4 %. respec-
tivamente. La incubacién se realiz6 a 20° C
durante 7 dias, luego de los cuales se realizaron
los conteos.

Las densidades de células viables variaron
entre 100 y 23750 UFC ml-1 para los conteos
realizados en agar marino (AM), entre 125 y
24400 UFC mi-1 para el PCA, mientras que para
el agar estuarino (AE) lo hicieron entre 1670 y
140620 UFC ml- 1. Los valores de UFC obtenidos
mediante los tres tratamientos y la salinidad, se
muestran para cada estacién en el Cuadro 1. Para
determinar si habia diferencias significativas
entre los tres tratamientos, se hizo un anélisis de
Varianza (ANOV A). Los datos fueron previa-
mente transformados al logaritmo decimal, para
obtener una distribucién de errores normal y
homogeneidad de varianza. El Cuadro 2 muestra
los resultados del ANOVA.

Tomandotodoslosdatos provenientes de dife-
rentes estaciones de muestreo, distintos meses y
por lo tanto distinta salinidad, el resultado del
analisis indica que la diferencia entre los tres
tratamientos es significativa (P<0.01).

La comparacién del nimero de UFC ml-1
entre los tres tratamientos dentro de cada mues-
treo y para todo el 4mbito de salinidad (1-28 %)
muestra en todos los casos la superioridad en
nimeros de los conteos realizados en el AE. El
Cuadro 3 resume el promedio, desvio estandar, y
coeficiente de variacion, de los distintos trata-
mientos.

Como se puede observar, los promedios de los
conteos realizados con el AE resultan superiorcs
y el desvio estandar y coeficiente de variacion
menores,demostrando unamas alta confiabilidad
de los resultados en comparacioén a los obtenidos
con el AM y PCA. Por ltimo, para comprobar
estadisticamente la superioridad del AE, las
medias de los tres tratamientos fueron contrasta-
das mediante el uso del anélisis de Tukey (Sokal



CUADRO 1

Unidades formadoras de colonias (UFC) de los tres
tratamientos y salinidades correspondientes en las es-
taciones muestreadas

Est. Sal. Agar Agar Agrar para recuento
%  Marino  Estuarino en placa
UFC/ml UFC/ml UFC/ml
0 280 2970 13770 565
19.7 5625 14500 2250
6.9 1095 2760 210
17.0 1035 4275 420
16.2 2250 3825 795
1 28.1 2500 6000 1500
16.5 23750 25750 22125
277 5330 15670 4030
9.0 14000 28000 13600
7.4 900 19300 425
2 233 2750 8000 250
15.7 125 4000 375
9.3 1000 3330 1000
83 7560 54600 3130
7.2 2675 25325 1650
3 145 3750 14125 3250
12.4 100 1670 1000
199 17050 140620 15200
72 2650 6375 1325
7.6 2960 31760 1360
4 142 3500 24375 1000
13.0 875 14000 500
85 5200 29920 1760
8.0 1200 19280 7440
5 138 2250 11500 500
15.4 8750 19875 15125
79 1900 12400 650
4.6 3440 22280 1680
6 120 1250 12750 500
7.8 3125 7125 125
53 425 10575 8050
3.7 2000 35200 6800
7 23 825 3795 360
1.0 3280 31280 24400
1:2 1550 49000 12875
1.7 2750 2875 1000

& Rohlf 1979). Los resultados (Cuadro 4) mues-
tran que el valor calculado de Tukey es menor que
elresultado de la diferenciaentre la media del AE
menos las del AM y PCA, concluyendo que solo
hay diferencias significativas entre las medias del
AE con los otros dos tratamientos.

En conclusidn, el medio de cultivo denomina-
do agar estuarino, result6 el mis efectivo en la

CUADRO 2

Resultado del andlisis de Varianza. Grados de libertad
(gl), suma de cuadrados (SC), cuadrados medios (CM)

Fuente de variacién gl SC CM Fo
Tratamientos 2 16.234 8.117 29.191
Error 105 29.297 0.278
Total 107

CUADRO 3

Datos estadisticos de los tres tratamientos.
Valor de las unidades formadoras de colonias
transformado en base al log ,,

Tratamiento XtD.E. CV.% n
Agar marino 3.382+0.516 1530 36
Agar estuarino 4.109 + 0.425 10.40 36
Agar para 3.216+0.621 19.30 36

recuento en placa
X =media

D.E. = desvio estdndar
C.V. = coeficiente de variacion

CUADRO 4

Resultados del andlisis de Tukey

Tratamientos Agar Agar Agarpaia
estuarino marno recuento
en placa
Agar para
recuento en placa  0.893 0.1654 -
Agar estuarino 0.727 -
Agar marino -

4 0.05=0.296; A 0.01 = 0.371

cuantificacion de bacterias viables, asi como més
confiable en los resultados obtenidos para el
4dmbito ampliado de salinidad estudiado. Esta
mayor efectividad podria estar relacionada a su
concentracion intermediade sales. Su utilizacién
como herramienta adicional en el estudio de
poblaciones bacterianas heterotréficas se reco-
mienda para sistemas estuarinos de igual salini-
dad.
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