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RESUMEN

La microbiologia del agua de los lagos
cratéricos volcanicos es un aspecto que se esta
investigando ampliamente, motivado a que su
conocimiento puede ayudar a comprender el origen
de la vida en la tierra, asi como descubrir nuevas
sustancias quimicas de origen microbiano con
distintas aplicaciones farmacéuticas e industriales.
En Ecuador existen cinco lagos cratéricos
volcanicos, pero son muy pocos los estudios
microbiologicos. Por ello, el objetivo del trabajo
fue realizar un estudio preliminar sobre la
microbiologia del agua del lago cratérico Cuicocha,
situado a 3072 m.s.n.m. en la Provincia de
Imbabura-Ecuador. Se recolectaron muestras de
agua provenientes de ocho sitios de muestreos
segun lo indicado por la norma ecuatoriana NTE-
INEN-2169-2013. Se cuantificaron los grupos
bacterianos mediante la técnica de filtracion de
membrana de acuerdo con lo indicado por
Andueza (2007) utilizando el agar R.A para las
bacterias heterétrofas, el agar azul eosina de
metileno para coliformes totales, agar cetrimida
para Pseudomonas, agar manitol salado para
Staphylococcus y el agar sabouraud con
cloranfenicol para los hongos. En el andlisis

microbioldgico se logré contabilizar un valor
promedio de bacterias heter6trofas de 1,65 x 102
UFC/mL, Pseudomonas de 1,25 x 10 UFC/mL,
Staphylococcus de 0,6 x 10 UFC/mL y hongos de
0,4 x 10 UFC/mL. En ninguna de las muestras se
detectaron coliformes. Los valores del recuento
microbioldgico indican que se trata de un agua no
estéril con una poblacion microbiana viable
cultivable escasa, la cual debe ser identificada,
caracterizada, estudiada y preservada.
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ABSTRACT

The microbiology of the water of volcanic
crater lakes is an aspect that is being widely
investigated, so that its knowledge and
understanding can help to know the origin of life
on earth, as well as find new chemical substances
of microbial origin with different pharmaceutical
and industrial applications. In Ecuador there are
five volcanic crater lakes, but there are very few
microbiological studies.

Correspondencia al autor: anduezalealfelix@gmail.com

25



Gonzalez y cols. / Rev Fac Farm. 2021; 63(1): 25-33

Therefore, the objective of the work was to carry
out a preliminary study on the microbiology of the
water of the Cuicocha crater lake, located at 3,072
meters above sea level. in the Province of
Imbabura-Ecuador. Water samples were collected
from eight sampling sites as indicated by the
Ecuadorian  standard  NTE-INEN-2169-2013.
Bacterial groups were quantified by means of the
membrane filtration technique as indicated by
Andueza (2007) using R2A agar for heterotrophic
bacteria, methylene blue eosin agar for total
coliforms, cetrimide agar for Pseudomonas, salty
mannitol agar for Staphylococcus and sabouraud
agar with chloramphenicol for fungi. In the
microbiological analysis, an average value of
heterotrophic bacteria of 1.65 x 102> CFU/mL,
Pseudomonas of 125 x 10 CFU/mL,
Staphylococcus of 0.6 x 10 CFU/ mL and fungi of
0.4 x 10 CFU/mL was recorded. Coliforms were
not detected in any of the samples. The
microbiological count values indicate that we are in
the presence of a non-sterile water with a few
viable culturable microbial populations, which
must be identified, characterized, studied, and
preserved.
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INTRODUCCION

La actividad volcanica ha jugado un papel
importante en la formacion de lagos y lagunas en
varias regiones del mundo [1,2].

Los lagos cratéricos son lagos volcanicos
alojados en las calderas de volcanes. Estos
volcanes pueden formar crateres centrales o en la
cima a través de procesos eruptivos explosivos.
Luego de la conformacion del crater, debido a
influencias climaticas, geoquimicas, procesos
hidrogeoldgicos y de desgasificacion, el crater se
va llenando de agua y forma un lago cratérico a lo
largo de milenios [3].

Los lagos volcanicos cratéricos son sitios con
diversas condiciones extremas, tales como alta

incidencia de rayos UV, altas concentraciones de
sales, ubicacion en altitudes por encima de los 3000
m.s.n.m., temperaturas bajas y oligotrofia. A pesar
de estas condiciones extremas para la vida, las
investigaciones realizadas en varios lagos
cratéricos ubicados en diferentes partes del mundo,
indican que estos ambientes no son estériles y en
ellos se han detectado diversos tipos de
comunidades microbianas que viven en estos
ecosistemas acuaticos, siendo tolerantes a grandes
fluctuaciones en los factores ambientales, asi como
con caracteristicas fenotipicas y genotipicas
especiales que les han permitido adaptarse a estos
ecosistemas a través del tiempo [4, 5, 6, 7].

En Ecuador existen varios lagos cratéricos,
tales como los lagos Cuicocha, Chalpatan,
Amarillo, Mojanda y el Quilotoa en donde se han
realizado investigaciones de naturaleza geolégicas,
limnoldgicas y quimicas [8, 9, 10, 11, 12, 13, 14],
pero en muy pocos se ha realizado estudios sobre
su microbiologia [15].

Cuicocha es un lago cratérico ubicado en la
cordillera occidental de los Andes ecuatorianos,
localizado a unos 100 km al norte de Quito, cerca
de la poblacion de Otavalo, en la provincia de
Imbabura. Esté situado a una altura de 3072 metros
sobre el nivel del mar, posee un didmetro de 3,2
km, una superficie de 3,78 km? con una
profundidad maxima de 148 metros. Presenta en el
centro del lago dos islas, la isla Yerovi de una
superficie de 0,26 km? y la isla Wolf con una
superficie de 0,41 km? [12, 13] (Figuras 1 y 2).
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Fig. 1. Ubicacién geografica del lago cratérico volcénico
Cuicocha. Imbabura. Ecuador Fuente: Google Maps, 2020.

Es un lago adyacente al volcan Cotacachi que
de acuerdo con los datos geoldgicos que se
disponen, el volcan donde se aloja sufrié una serie
de erupciones intensas con emision de cenizas,
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lahares y el colapso de la caldera entre los afios
2900 AC y 700 DC, llegandose a formar, ulterior a
estos acontecimientos, un lago en la caldera que ha
sido llenado tanto por agua de lluvia como por agua
hidrotermal [12, 13].

Fig. 2. Fotografia del lago cratérico volcanico Cuicocha.
Imbabura. Ecuador. Fuente: Alicia Flores, 2019

El mapa batimétrico del lago de Cuicocha
muestra dos cuencas lacustres separadas, una con
una profundidad maxima de 148 metros que se
extiende al este de las islas, y la otra cuenca con
una profundidad méxima de 78 metros, situada
hacia la parte oeste del lago. La declinacién de la
zona litoral del lago es extremadamente alta [12,
13]

En base a lo sefialado en los parrafos anteriores
se realizo el presente trabajo preliminar de manera
de cuantificar la poblacion microbiana viable
cultivable que pudiera habitar las aguas del lago
Cuicocha.

MATERIALES Y METODOS

Muestras: Para realizar el presente trabajo se
realizaron dos campafias de muestreos en el lago
cratérico volcanico Cuicocha, situado a 3072
m.s.n.m. en la Provincia de Imbabura. Ecuador.

Los muestreos se realizaron durante el afio
2019. Se tomaron 32 muestras de agua del lago
Cuicocha. Las muestras de agua se recolectaron en
8 sitios seleccionados a lo largo y ancho del lago a
nivel de la superficie. Se identificaron las
coordenadas geogréaficas de los sitios de
recoleccion mediante un GPS (Garmin eTrex20).

En cada ocasidn de muestreo, se recolectaron
dos muestras de agua de un volumen de 1 litro, en
cada uno de los sitios de muestreos seleccionados.
Para la recoleccién de las muestras se utilizaron

frascos esterilizados y un muestreador de agua Van
Dorn (Wildco Instruments y modelo: 3-1120-G45).

Las muestras se cubrieron con papel aluminio
para evitar el paso de luz solar, se sellaron con cinta
de embalaje previniendo el derrame y se
etiquetaron con sus respectivas condiciones,
trasladandose bajo refrigeracion en una cava hasta
el laboratorio, realizdndose los  analisis
microbioldgicos dentro de las 24 horas luego de la
toma [16, 17].

Medios de cultivo: Los medios de cultivo que
se utilizaron se prepararon a partir de las formas
deshidratadas suministradas por las casas
comerciales. Se reconstituyeron con agua destilada
y posteriormente se esterilizaron en autoclave a 120
°C durante 20 minutos a 15 PSI de presién.

Siembra 'y recuento de bacterias
heterotrofas: La siembray el recuento de bacterias
heterotrofas se realizé por la técnica de filtracion
por membrana de 0,45 um de poro (Milipore). Se
utilizé el agar R,A (Oxoid) incubando a 30 °C
durante un méximo de 7 dias. El volumen de
muestra de agua filtrada fue de 100 mL. Los
resultados se expresaron como medias aritméticas
de las unidades formadoras de colonias UFC por
mililitro [18].

Siembra y recuento de coliformes: La
investigacion del grupo de bacterias coliformes se
realiz6 por la técnica de filtracion de membrana. Se
filtraron 100 mL de las muestras de agua a traves
de un filtro de acetato de celulosa de 0,45 um de
poro (Milipore) que se transfirié al agar azul eosina
de metileno (Oxoid), contenido en una placa Petri.
Se incubaron a 37 °C durante 24-72 horas.
Finalizado el tiempo de incubacién se contaron las
colonias tipicas rojo ladrillo o naranja y se expresé
el resultado en UFC por 100 mL de agua [18].

Siembra y recuento de Pseudomonas: Para
estudiar la presencia de Pseudomonas se utilizo la
técnica de filtracion en membrana, filtrando un
volumen de 100 mL de muestra de agua Yy
utilizando filtros de 0,45 pm de poro (Milipore) los
cuales se colocaron en agar cetrimida (Oxoid) y se
incubaron a 37 °C durante 7 dias. Finalizado el
tiempo de incubacion se contaron las colonias
crecidas y se expreso el resultado en UFC por 100
mL de agua [18].

Siembra y recuento de Staphylococcus: Para
la investigacion de Staphylococcus se filtraron 100
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mL de agua del lago, a través de un filtro de 0,45
pm de poro (Milipore). El filtro se introdujo en un
matraz con 100 mL de caldo nutritivo, incubandose
a 37° C durante 48 horas. Finalizado el tiempo de
incubacidn, se tomo un asa de cultivo y se sembro
por estria en superficie en el medio de agar manitol
salado (Oxoid), el cual se incubd a 37 °C durante 5
dias. Finalizado el tiempo de incubacién se
contaron las colonias crecidas y se expreso el
resultado en UFC por 100 mL de agua [18].
Siembray recuento de hongos: Para el estudio
de los hongos se empled la técnica de filtracion en
membrana. Se filtraron 100 mL de la muestra de
agua, empleando filtros de 0,45 pm de poro
(Milipore) que se depositaron en placas con medio
de cultivo agar Sabouraud con cloranfenicol
(Oxoid), las cuales se incubaron a 24 °C por 14
dias. Al finalizar el periodo de incubacion se

contaron las colonias tipicas de hongos y se
expresd el resultado en UFC por 100 mL de
muestra [18].

RESULTADOS Y DISCUSION

TABLA1L.

Son pocas las investigaciones que se han
realizado en Ecuador sobre las caracteristicas
microbioldgicas del agua de los lagos cratéricos
volcanicos que existen en el pais [15]. En este
sentido, existen muy pocos trabajos con que
comparar los datos obtenidos en los analisis
microbioldgicos.

En la tabla 1 se resumen los valores promedios
obtenidos de cada uno de los grupos microbianos
evaluados durante el primer muestreo, y en la tabla
2 los obtenidos durante el segundo muestreo.

Recuento promedio de bacterias heterdtrofas, coliformes, Pseudomonas, Staphylococcus y hongos viables del agua del lago Cuicocha.
Imbabura. Ecuador. Primer muestreo.

1 Coliformes Pseudomonas  Staphylococcus Hongos
P L i Lati h otrof
unto Sl UL (‘ij?:rco;rrﬁss (UFC/mL)  (UFC/mL) (UFC/mL)  (UFC/mL)

1 794757,125 10035418,128 1,02 x 10? 0 1,0x10 0,7x10 0

2 794528,541 10033654,415 1,74 x 10? 0 1,8x10 0 1,2x10

3 794211,414  10034205,851 1,32 x 10? 0 16 x10 0 0

4 793414,451 10033712,455 1,48 x 10? 0 1,9x10 0 0

5 792810,518 10033058,418 1,54 x 10? 0 15x10 0,5x10 0,6 x 10

6 792731,219 10033125,451 1,34 x 10? 0 1,1x10 0,6 x10 0

7 792325,323  10033437,150 2,07 x 10? 0 1,2x10 1,4 x10 0

8 792280,514 10033419,622 1,92 x 10? 0 1,0x10 0,8x10 0,3x10
Media - - 1,55 x 10? 0 1,4x10 0,5x10 0,3x10
E;;‘QS;O” - - 34,36 . 3,60 4,93 437
Varianza - - 1032,73 - 11,36 21,25 16,73

Punto: Punto de muestreo. UFC/mL: Unidades formadoras de colonias/mililitro

Al observar los resultados de la tabla 1 se puede
indicar que el ndmero de bacterias heterétrofas
estuvo en un rango de 1,02 x 10% a 2,07 x 102
UFC/mL, con un valor promedio de 1,55 x 102
UFC/mL. En el caso del segundo muestreo (ver
tabla 2) los valores obtenidos estuvieron en el
rango de 1,24 x 10% a 2,00 x 102 UFC/mL, con un
valor promedio de 1,75 x 102 UFC/mL.

La enumeracion de las bacterias heterdtrofas
provee una estimacion del ndmero total de
bacterias viables y da informacién acerca de la
calidad sanitaria del agua y del estado eutréfico de
un ecosistema acudtico [19, 20, 21]. Se interpreta

gue cuando el resultado del nimero de bacterias
heterotrofas viables es superior a 200 UFC/mL, se
ha desarrollado algin problema bacteriano en el
agua [22]. La academia nacional de ciencias de los
Estados Unidos de Norteamérica recomienda que
el limite de bacterias heterétrofas viables en un
agua debe ser de un méaximo de 300 UFC/mL [23].

Los resultados obtenidos en esta investigacion
son bajos y aunque no existe normativa en Ecuador
que indique los valores maximos permitidos para
este tipo de microorganismos en aguas de uso
recreativo, como es el caso del agua del lago
Cuicocha, si se toma en referencia y se compara
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con lo indicado por la academia nacional de ciencia
de los Estados Unidos de Norteamérica [23],
quienes sefialan que valores de microorganismos
heter6trofos superiores a 300 UFC/mL, pueden

representar un riesgo sanitario, se podria indicar
que las aguas del lago Cuicocha tienen una buena
calidad microbiolégica.

TABLA 2.
Recuento promedio de bacterias heterdtrofas, coliformes, Pseudomonas, Staphylococcus y hongos viables del agua del
lago Cuicocha. Imbabura. Ecuador. Segundo muestreo.

Punt Lonaitud Latitud hBtact’irie:‘s Coliformes  Pseudomonas  Staphylococcus Hongos
unto ongrtu atitu (eu‘::rg /;?Lé;s (UFC/mL)  (UFC/mL) (UFC/mL)  (UFC/mL)
1 794757,125  10035418,128 2,00 x 10? 0 1,0x 10 0,7x10 0,5x10
2 794528541  10033654,415 1,24 x 102 0 0,6 x 10 0 0
3 794211,414  10034205,851 2,00 x 10? 0 1,2x10 0,7x10 0
4 793414,451  10033712,455 1,78 x 10? 0 2,0x10 0 0
5 792810,518  10033058,418 1,87 x 102 0 0,7 x10 1,8x10 1,4x10
6 792731,219  10033125,451 1,45 x 10? 0 1,0x10 0 0
7 792325,323  10033437,150 2,00 x 10? 0 0,7 x10 1,0x10 1,0x10
8 792280,514  10033419,622 1,65 x 10? 0 1,4x10 1,0x10 0,7x10
Media - - 1,75 x 10? 0 1,1x10 0,7x 10 0,5x10
Desviacion - - 28,36 - 4,62 6,37 545
estandar
Varianza = = 703,61 - 18,69 35,5 26

Punto: Punto de muestreo. UFC/mL: Unidades formadoras de colonias/mililitro

Las aguas de los lagos volcéanicos cratéricos
constituyen ecosistemas oligotroficos donde los
niveles de materia organica son sumamente bajos y
con una limitada biodisponibilidad. La poblacién
microbiana de estos ecosistemas son en su mayoria
bacterias heterétrofas, que, debido a los problemas
en la carencia de nutrientes, entran en un estado de
sobrevivencia denominado “viables no cultivables”
[24, 25, 26, 27] y por ello se consiguen valores muy
bajos cuando se intenta aislarlas en medios de
cultivos apropiados [18]. Un gran nimero de las
bacterias que se encuentran en estas aguas
oligotréficas presentan un crecimiento lento y
requerimientos nutricionales muy especificos y
solo se detectan de un 5-10 % de las bacterias
existentes en los sitios estudiados [28].

Al comparar los resultados obtenidos en el
presente trabajo en relacién con las bacterias
heterotrofas, con los observados por otros autores
en varias partes del mundo en diferentes tipos de
lagos de alta montafia, entre ellos lagos cratéricos,
se observan que los valores son similares y el
nimero y variedad de microrganismos es bajo [15,
29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36].

Durante el desarrollo de la investigacion en
ninguna de las muestras estudiadas se pudo detectar
la presencia de células pertenecientes al grupo de

bacterias coliformes, lo cual estaria indicando que
la contaminacion microbiana es escasa y que la
calidad sanitaria de este ecosistema acuatico es
buena. Se ha indicado que las bacterias coliformes
requieren de materia organica para crecer y en el
caso del agua del lago Cuicocha, se esta en
presencia de un ecosistema oligotréfico, lo cual no
permitiria la supervivencia y el crecimiento de los
coliformes [37].

Las bacterias del género Pseudomonas fue otro
de los grupos microbianos que se estudiaron. Los
valores del contaje obtenido durante el primer
muestreo variaron entre 1,00 x 10 a 1,90 x 10
UFC/mL, con un valor promedio de 1,40 x 10
UFC/mL (ver tabla 1). En el caso del segundo
muestreo, los valores fluctuaron entre 0,60 x 10 a
2,00 x 10 UFC/mL, con un valor promedio de 1,10
x 10 UFC/mL (ver tabla 2).

Las bacterias del género Pseudomonas
intervienen en diversos procesos ecoldgicos y son
esenciales en los héabitats acuaticos ya que
degradan la materia organica, siendo, ademas, una
bacteria muy ubicua capaz de colonizar diversos
ecosistemas acuaticos debido a su capacidad de
sobrevivir en ambientes oligotroficos dada su
versatilidad enzimatica [38, 39, 40].
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Miembros del género Pseudomonas se han
aislados en diversos lagos cratéricos volcanicos del
mundo, coincidiendo con los resultados obtenidos
en el presente trabajo [15, 41, 42, 43, 44], asi como
en el agua de lagos de alta montafia [30, 31].

Ademads de las bacterias del género
Pseudomonas, también se investigo la presencia de
bacterias del género Staphylococcus, obteniéndose
valores promedios en el recuento de este género
bacteriano durante el primer muestreo fluctuantes
entre valores de 0 y 1,40 x 10 UFC/mL, con un
valor promedio de 0,50 x 10 UFC/mL (ver tabla 1).
En el caso del segundo muestreo los valores
obtenidos variaron entre 0,70 x 10 y 1,80 x 10
UFC/mL, con un valor promedio de 0,70 x 10
UFC/mL (ver tabla 2).

Los miembros del género Staphylococcus
pueden vivir en concentraciones elevadas de sales,
lo que hace posible que se encuentren en aguas con
altos valores de concentracion salina, como es el
caso del agua del lago Cuicocha [12]. La presencia
de este tipo de bacterias en aguas naturales ya ha
sido indicada por otros autores en muestras de
aguas de lagos de alta montafa, lagos volcanicos y
aguas minerales naturales [15, 18, 30, 31, 42, 45,
46, 47].

Otro de los parametros microbioldgicos
evaluados fue la cuantificacion de células de
hongos presentes en el agua del lago Cuicocha,
obteniéndose durante el primer muestreo valores
entre 0y 1,20 x 10 UFC/mL, con un valor promedio
de 0,30 x 10 UFC/mL (ver tabla 1). Durante el
segundo muestreo los valores observados
estuvieron entre 0 y 1,40 x 10 UFC/mL, con un
valor promedio de 0,50 x 10 UFC/mL (ver tabla 2).

Existen muy pocos trabajos en donde se indique
la presencia de células de hongos en ecosistemas de
aguas naturales extremos, como es el caso del agua
de los lagos cratéricos volcénicos. Estos
microorganismos  pueden  vivir de la
descomposicion de residuos vegetales y su
presencia, en ndmero alto, indica una
contaminacién del agua [48, 49, 50, 51, 52].
Ademas, los hongos para su crecimiento requieren
de altas concentraciones de nutrientes y en el caso
del agua del lago volcénico Cuicocha se trata de un
lago oligotréfico, por lo cual los bajos valores
obtenidos coinciden con las condiciones
fisicoquimicas y eutréficas del lago [12, 53].

En el presente estudio se pudo detectar la
presencia de hongos, pero en muy baja cantidad,
resultado similar a los obtenidos por investigadores
en diferentes partes del mundo para este tipo de
ecosistemas [15, 54, 55, 56].

CONCLUSIONES

Los lagos cratérico volcanicos no son
ambientes estériles, en las aguas oligotréficas de
estos ecosistemas se han adaptado diversos tipos de
microorganismos, muchos de los cuales pueden
crecer en medios de cultivos y ser cuantificados y
caracterizados. En el agua del lago cratéricos
volcanico Cuicocha se pudo cuantificar, a través de
técnicas tradicionales de microbiologia, la
existencia de una poblacion microbiana viable
cultivable perteneciente a microorganismos
heterdtrofos escasa en numero, constituida
principalmente por bacterias, aunque se evidencia
también la presencia de células fangicas.
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