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Resumen 
La proliferación masiva de cianobacterias tóxicas en embalses de 

abastecimiento supone un riesgo para la salud pública. Para el control de 
estos blooms se realizan tratamientos con alguicidas como el sulfato de 
cobre. Actualmente se desconoce el  efecto de los tratamientos masivos con 
alguicidas sobre la dinámica de las poblaciones de cianobacterias a largo 
plazo. Este trabajo es una revisión sobre la adaptación de las cianobacterias 
a dosis letales de sulfato de cobre, usando como microorganismo 
experimental Microcystis aeruginosa. Mediante un análisis de fluctuación, 
demostramos que las células resistentes a sulfato de cobre aparecen gracias 
a una mutación espontánea que ocurre al azar antes de la exposición al 
cobre. La frecuencia de aparición de la mutación que permite el paso de 
células sensibles a células resistentes es de 1,76 10-6 mutantes por división 
celular. Las células resistentes tienen una tasa de crecimiento menor que las 
células sensibles en ausencia de cobre, sin embargo son las únicas capaces 
de crecer en concentraciones mayores a 5,8 µM de sulfato de cobre. 

 

Introducción  

Los fenómenos de crecimiento masivo de cianobacterias toxicas han 
sido descritos en diversas partes del mundo [1]. Este crecimiento masivo 
supone un serio riesgo para la salud pública si sucede en aguas que el ser 
humano consume [2]. El sulfato de cobre es uno de los alguicidas más 
usados para reducir la carga de microalgas productoras de biotoxinas en 
embales de abastecimiento [3]. El ión cúprico (Cu2+) liberado a altas 
concentraciones tiene diferentes efectos sobre las microalgas: inhibición de 
la fijación de CO2, inhibición de la actividad del fotosistema II [4], 
inhibición de la asimilación de nitrato y síntesis de nitrato reductasa [5], 
además de cambios en el volumen celular [6]. También es capaz de 
provocar lisis celular, y por tanto liberación de toxinas al medio [7]. Por este 
motivo es aconsejable que los tratamientos con cobre se apliquen antes de 
alcanzar una elevada concentración de microalgas tóxicas [1,8]. 

Actualmente se desconocen los efectos a largo plazo de los 
tratamientos con sulfato de cobre en los embalses de abastecimiento y, en 
particular, los efectos de tratamientos repetidos sobre poblaciones de 
cianobacterias tóxicas. Estos cambios pueden incluir la selección de 
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determinados genotipos y la aparición de células resistentes al cobre dentro 
de la población de microalgas tóxicas. 

Este trabajo es una revisión sobre cuál es el mecanismo que permite 
la adaptación de Microcystis aeruginosa a dosis letales de sulfato de cobre, 
tema sobre el que nuestro grupo ha estado trabajando recientemente [9]. 

 

Material y métodos 

Microorganismos experimentales y condiciones de cultivo. Los 
experimentos se realizaron con la cianobacteria Microcystis aeruginosa 
(Kützing), cepa MaM1 de la colección de microalgas de la Facultad de 
Veterinaria de la Universidad Complutense de Madrid. Esta cepa fue aislada 
de un embalse de abastecimiento (La Minilla, Sevilla, España) que nunca 
fue tratado con cobre. Antes de empezar los experimentos, el cultivo de 
MaM1 fue reclonado a partir de una sola célula para disminuir al máximo la 
variabilidad genética. La cianobacteria se cultivó en las condiciones más 
axénicas posibles en frascos de cultivo celular (Greiner, Bio-One Inc., 
Longwood, NJ, USA) con 20 ml de medio BG-11 a pH 7,4 (Sigma Aldrich 
Chemie, Taufkirchen, Germani), 20ºC e iluminación continua con tubos 
fluorescentes a un PAR de 60 µmol de fotones m-2 s-1. M. aeruginosa se 
mantuvo en cultivo equilibrado [10] mediante la transferencia de un inóculo 
a medio fresco cada 20 días. 

 

Aparición de células resistentes. Las células resistentes se 
obtuvieron por medio del análisis de fluctuación de Luria y Delbrük,  
modificado para cultivos líquidos de microalgas por López-Rodas, 2001 
[11] y Costas, 2001 [12]. Este método permite diferenciar si las células 
resistentes aparecen gracias a una mutación espontánea que tiene lugar antes 
de la exposición al sulfato de cobre (mecanismo de adaptación preselectivo), 
o si la adaptación es consecuencia de un cambio fisiológico o específico en 
respuesta al sulfato de cobre (mecanismo de adaptación postselectivo). 

El análisis de fluctuación consta de dos partes. En la primera (set 1) 
cada cultivo es inoculado con muy pocas células sensibles (No≈100 
células), una cantidad suficientemente pequeña para asegurar la ausencia de 
mutantes resistentes. Se deja que estas células se dividan en condiciones no 
selectivas hasta alcanzar un determinado número (Nt≈105 células) y en este 
momento se añade el medio selectivo (sulfato de cobre) a una concentración 
letal. En el set 2 se fundan alícuotas (Nt≈105 células) procedentes de la 
misma población parental que las células del set 1, en medio con la misma 
concentración de sulfato de cobre que en el set 1. Ambos sets se mantienen 
en condiciones selectivas el tiempo suficiente para que si existen células 
resistentes estas puedan crecer. Al final del experimento se determina el 
número de células resistentes que hay en cada uno de los cultivos. En el set 
1, si las células resistentes aparecen por una adaptación fisiológica o un 
mecanismo de mutación post-selectivo, la varianza del número de células 
por cultivo será baja (por tanto varianza/media≈1) ya que todas las células 
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tienen la misma probabilidad de desarrollar resistencia. Por el contrario, si 
las células resistentes aparecen por una mutación preselectiva, la varianza de 
células resistentes por cultivo será muy alta (varianza/media > 1) porque las 
mutaciones preselectivas aparecen la azar antes de la selección. 
Independientemente del mecanismo de aparición de los resistentes, la 
varianza esperada en el set 2 será baja (si el experimento se realiza 
correctamente). Por tanto, similar relación varianza/media entre ambos sets 
significa que las células resistentes aparecen por una mutación postselectiva 
o una adaptación fisiológica. Si hay diferencia entre esta relación, (relación 
varianza/media) y además es significativamente mayor en el set 1 que en el 
set 2, las células resistentes aparecen por una mutación preselectiva. 

El experimento se realizó en placas de 96 pocillos. En el set 1 se 
inoculó en 198 pocillos una cantidad inicial de N0≈102 células sensibles de 
Microcystis aeruginosa. Estas células crecieron en condiciones no selectivas 
y axénicas. Una vez que los cultivos alcanzaron la cantidad de Nt≈105 
células se suplementaron con el medio selectivo (sulfato de cobre, CuSO4·5 
H20, preparado en agua destilada) de modo que el ión cúprico (Cu2+) quedó 
a una concentración de 10 µM. En el set 2 del experimento se inoculó 
Nt≈105 de M. aeruginosa sensible, procedentes de la misma población 
parental, en 198 pocillos de placas de 96 pocillos, con medio fresco a una 
concentración de Cu2+ de 10 µM. Ambos sets se fundaron simultáneamente. 
Tras 30 días de incubación, se determinó la proliferación celular en cada 
uno de los pocillos usando un microscopio invertido (Axiovert 35, Zeiss, 
Oberkóchen, Germany). El número de células resistentes en cada uno de los 
pocillos fue determinado por dos personas de manera independiente, usando 
un hemocitómetro (double Neubauer, ruling, Fortuna W.G. Co., Wertheim, 
Germany). 

Con los datos experimentales se estimó la tasa de mutación (µ) a 
través de la siguiente ecuación: 

 

 P0= ℮ -µ (Nt- N0), Luria y Delbrück [13]  

 

donde P0 es la proporción de cultivos del set 1 en los que no aparecen 
células mutantes resistentes, µ es la tasa de mutación, N0 es el número de 
células iniciales y Nt el número de células finales.  

 

Caracterización de los  mutantes resistentes al cobre. Una vez 
aisladas, las células resistentes fueron cultivadas durante 60 días. Para la 
caracterización fenotípica se fundaron cultivos con N0 = 5 104 células 
resistentes y sensibles y fueron mantenidas en ausencia se sulfato de cobre 
durante 4 días. Tras este periodo, se fundaron distintos cultivos de células 
resistentes y sensibles a diferentes concentraciones de sulfato de cobre: 1; 
1,8; 3,2; 5,8; y 10,4 µM. Se realizaron tres réplicas de cada una de las 
concentraciones para células sensibles y resistentes. Además se fundaron 6 
cultivos control (sin sulfato de cobre). Se estimó la tasa de crecimiento de 
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células resistentes y sensibles en presencia de las diferentes concentraciones 
de sulfato de cobre a través del recuento de las células con un 
hemocitómetro.  

El parámetro de tasa de crecimiento maltusiano se calculó a través de 
la siguiente fórmula [14]: 

 

Nt=N0 ℮ m·t   

 

donde N0 es el número inicial de células, Nt es el número final de células y t 
corresponde a 5 días. 

 

Resultados y discusión 

Al tratar los cultivos del set 1 con 10 µM de Cu2+ la densidad celular 
se redujo drásticamente a los pocos días debido a la lisis de las células 
sensibles por efecto del cobre. Sin embargo, tras cuatro semanas de 
incubación, en los cultivos en los que había células resistentes al cobre 
aumentó la densidad celular (Tabla 1). En el set 2 se observó crecimiento de 
células resistentes en todos los cultivos tras 4 semanas de incubación (Tabla 
1). 

Analizando la relación varianza/media, deducimos que las células 
resistentes se originan a partir de una mutación espontánea que se produce, 
en el caso del set 1, en el tiempo en que los cultivos pasan de 102 a 105 
células [15]. La relación varianza/media del set 1 fue mucho mayor que en 
el set 2 (Tabla 1). La tasa de mutación estimada para la adaptación al ión 
cúprico de M. aeruginosa fue de 1,76 10-6 mutantes por división celular, dos 
órdenes de magnitud mayor que la estimada por Klug [16]. 

 
 Set1 Set2 
Número de cultivos 198 198 
Número de cultivos sin 
células resistentes 

166 0 

Número de cultivos con 
células resistentes 

32 198 

Varianza/Media > 50 1 
Tasa de mutación 
(mutaciones por división 
celular) 

1,76 10-6 

 
Tabla 1. Resultados del análisis de fluctuación. 

 

 

La relación dosis-efecto de sulfato de cobre muestra distintos 
patrones para células resistentes y sensibles. En ausencia de sulfato de 
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cobre, el parámetro Maltusiano de Fitness para células resistentes es un 20% 
menor que para las sensibles. En presencia de sulfato de cobre varía según la 
concentración. A bajas concentraciones (entre 1 y 1,8 µM) la tasa de 
crecimiento de células resistentes es significativamente menor que la de 
células sensibles. A las concentraciones de sulfato de cobre de entre 3,2 y 
10,5 µM las células resistentes muestran su tasa de crecimiento más alta, 
mientras que en las células sensibles el crecimiento se inhibe por completo. 

El fenómeno de aparición de células mutantes resistentes al cobre es 
muy interesante a la hora de establecer un tratamiento en embalses de 
abastecimiento. En una población de Microcystis aeruginosa en medio no 
selectivo existen células resistentes al cobre que aparecen con una 
frecuencia muy baja por una mutación espontánea. Estos mutantes tienen 
una tasa de crecimiento mucho menor que las células sensibles en medio no 
selectivo. Por esta razón, los mutantes resistentes serán eliminados de la 
población por procesos de selección natural. La proporción de  mutantes que 
se mantiene en la población puede ser determinada como el equilibrio entre 
la tasa de mutación y la tasa de eliminación por selección: 

 

 µ (1-q)= q (1-s),  

 

donde µ es la tasa de mutación, q es la frecuencia alélica del mutante 
resistente al cobre y s es el coeficiente de selección del mutante [14,17]. En 
el caso del ión cúprico, se mantienen alrededor de 9 mutantes resistentes por 
millón de células. 

En este trabajo se ha utilizado la concentración de sulfato de cobre 
recomendada para el control de proliferaciones masivas de cianobacterias en 
embalses de abastecimiento, la cual destruye sin problema las células 
sensibles al superar sus posibilidades de adaptación fisiológica. Sin 
embargo, las células con resistencia al sulfato de cobre son capaces de 
proliferar. Por ello en los embalses de abastecimiento, los tratamientos 
repetidos con sulfato de cobre pueden seleccionar la presencia de genotipos 
resistentes de Microcystis aeruginosa, volviendo totalmente ineficaces estos 
tratamientos. 
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