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SUMMARY

GROWTH AND ACTIVITY OF PHOTOTROPHIC SULFUR BACTLRIA ACROSS
PHYSICO-CHEMICAL GRADIENTS IN NATURE.

Growth of phototrophic bacteria in the presence of physico-chemical gradients in lakes is
characterized by the formation of plates up to 10" cells/ml. Physiological activity of Chro-
mativm minus and Chlorobium phaeovibrioides across fine vertical profiles in Cisé (Girona,
NI Spain) and Cullera (Valencia, I Spain) lakes was studied by means of photoassimilation
of 14C0,, specific pigment content, .ultrathin sections and size frequency distribution of

the cells.

Bacterial populations grow actively only in the upper part of the plate, In depths with
the maximum bacterial concentration, very low levels of photosythesis and growth take
place, due to the strong seif-shading effect. A model on the development of plates is dis-
cussed in relation to water density and light gradients.

INTRODUCCION

El crecimiento de las bacterias fotosintg-
ticas en los ambientes acudticos estd prima-
riamente determinado por la energia lumino-
sa disponible y su naturaleza espectral, asr
como por la concentracién de sulfhrdrico
que es utilizado como donador de electrones
en la fotosintesis (TRUPER & GENOVESE,
1968; PARKIN & BROCK, 1980). Trpica-
mente forman liminas de 10° a 108 cel/ml
a profundidades donde desaparece la luz y
existe sulfhidrico, generalmente por debajo
del punto de compensacion entre produc-

cién y respiracién de las algas (TAKAHASHI
& ICHIMURA, 1968).

El interés de este trabajo se ha centrado
en la ecofisiologia de las bacterias fotosin-
téticas del azufre y su crecimientd en eco-
sistemas acudticos anaerdbicos y el propé-
sito mds concreto ha sido analizar el creci-
miento y actividad de dichas poblaciones
cuando se desarrollan en presencia de fuer-
tes gradientes de Tuz y sulfhrdrico. Se han
aplicado técnicas que permiten determinar
el estado fisiolégico de las células, princi-
palmente mediante la fotoincorporacién
de radioisotopos y el andlisis de la distri-
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bucién de frecuencias de los tamaiios celula-
res con el contador de Coulter.

MATERIAL Y METODOS

ZONA DE ESTUDIO

Se han estudiado dos lagos que poseen
densas poblaciones de bacterias fotosintéti-
cas del azufre durante todo su ciclo anual.
La laguna de Cisé es holomictica anaerdbica
y estd situada en la zona cdrstica de Banyoles
(Girona) (GUERRERO & ABELLA, 1978).

El lago de Cullera es un estuario que posee -
agua marina anaerdbica en el fondo (Cullera, -

Valencia) y ha sido utilizado a efectos com-
parativosen este trabajo (Datossin publicar).

TECNICAS DE MUESTREO

Las muestras se tomaban durante el me-
diodra solar siguiendo un perfil vertical sobre
el punto de maxima profundidad de cada
estacion.

Las profundidades de muestreo se estable-
cran después de determinar la situacién pre-
cisa de las bacterias fotosintéticas con un
turbidimetro y las muestras se obtenfan con
una bomba peristdltica manual (WAB mode-
lo LPA-2) para minimizar la exposicién a la
luz y al oxrgeno, y con el fin'de realizar una
toma precisa.

ANALISIS FISICO-QUIMICOS

La energia luminosa se determinaba a ca-
da profundidad con un radiémetro Crump
modelo 550 que utilizaba un fotodiodo su-
- mergible sensor de cuantos. La conductivi-
dad y la temperatura .se analizaban con un
aparato YSI modelo 33 (Yellow Spring Ins-
truments). Los andlisis quimicos de sulfhi-
drico, alcalinidad y sulfatos se realizaban
segin GOLTERMAN et al. (1973).
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RECUENTO MICROSCOPICO DIRECTO
DEL NUMERO DE BACTERIAS

El recuento directo de bacterias se ha rea-
lizado sobre filtros Nuclepore de 0,2 um de
poro segun la técnica de HOBBIE ef al
(1977) utilizando como fluorocromo el
anaranjado de acridina. Las bacterias se con-
taban con un microscopio Olympus BH a
1.250 X. Se realizaba un andlisis estadistico
de 30 campos por filtro escogidos al azar.

RECUENTO ELECTRONK‘O DE

PARTICULAS

Se utilizé un contador de Coulter modelo
ZB equipado con tubos de 19 y 30 um de
apertura que permiten cuantificar partrculas
de un volumen esférico equivalente entre
0,05 y 50 um?®. El electrolito utilizado era
Isoton, y el aparato se calibraba con esferas
de latex de 4,18 y 15,10 um?>. Los resulta-
dos se corregran teniendo en cuenta la
coincidencia.

ACTIVIDAD FOTOSINTETICA

Se determinaba mediante la incorpora-
cién de radioisétopo 14CO.. A cada botella
de 25 ml de muestra se le afiadran 10 mi-
crocuries de NaH-!#CO incubando cada
pareja de botellas (una transparente y otra
oscura) a la profundidad original de la que
procedia la muestra. Después de 30 minutos
de incubacidn, ésta se interrumpra al intro-
ducir las botellas en hielo y en la oscuridad
e inmediatamente se procedra a filtrar 15 ml-
a través de filtros de membrana Sartorius de
0,45 micras de poro. Para la eliminacién del
isétopo no asimilado se depositaba el filtro

.en un vial de centelleo con 0,2'ml de HC!

2N. Posteriormente sc afiadian 8 ml de Ii-
quido de centelleo Handifluor (Mallinckrodt
Inc.), se media la radioactividad con un
contador Nuclear Chicago modelo Unilux 11
y los resultados se corregran para el amorti-
guamiento mediante estandarizacion intema.
La produccién se calculaba teniendo en
cuenta la alcalinidad total, conductividad y
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I'igura 1. Distribucion vertical de la turbidez (por-
centaje de transmision respecto al aire) y de la
concentracion d¢ bacterioclorofilas en Cisé durante
cl dra 28.8.81 (A) y en Cullera el dia 31.6.81 (B).

pH (VOLLENWEIDER, 1974). La actividad
fotosintética especifica se obtenia refiriendo

. los valores de produccién a la concentracion

de proternas determinada por el método del
azul de Coomassie (BRADFORD, 1976).

RESULTADOS

DISTRIBUCION VERTICAL DE LAS
POBLACIONES

Las bacterias fotosintéticas del azufre
desarrollan densas poblaciones en lagos holo-
micticos anaerdbicos (Cis6) y en lagos mero-
micticos o estuarios que presentan sulfhidri-
co en las capas profundas (Cullera). En con-
diciones Optimas forman ldminas con con-
centraciones de células que llegan hasta
108 cel/ml dando lugar a capas de agua tur-
bia coloreada de intensos tonos rosados,
marrones o verdes dependiendo de la compo-
sicién de especies.

La situacién y forma precisa de dichas ca-
pas en el perfil vertical de los diferentes lagos
se ha estudiado mediante perfiles turbidi-
métricos. En este trabajo se ha utilizado un
turbidrmetro vertical sumergible de disefio y
construccion propia (MONTESINOS, 1982).
En la figura 1 se representan los perfiles tur-
bidimétricos (expresados en porcentaje de
transmisién respecto al aire) en la laguna de
Cis6 (28.8.81) y en Cullera (31.6.81) duran-
te la formacion de ldminas bacterianas. Las
distribuciones verticales muestran una trpica
asimetria, presentando una pendiente brusca
en la parte superior y una disminucién expo-
nencial suave en profundidad.

En general existen dos tipos de distribu-
cién vertical de las poblaciones bacterianas
dependiendo de la presencia de gradientes
fisicoquimicos verticales. En la laguna de
Cis6, cuando no existen gradientes, durante
la holomixis, las células se distribuyen uni-
formemente por toda la columna de agua
debido a la mezcla térmica y a la unifor-
midad de los pardmetros fisicoquimicos
como consecuencia de la entrada de agua
fredtica por el fondo. Dicha distribucion
puede apreciarse en Cisé durante el invierno
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Figura 2. Distribucion vertical de los pardmetros

tlslcoqunmcos tcmperatura concentracidn de sul-
fhidrico, energia luminosa (A, C) y nimero total
de Clhiromatium y Chlorobium (B, D) durante un
dra de verano (28.8.81) (parte superlor) e invierno
(16 2.81) (parte inferior).

(véase la figura 2) en que la temperafura,
H,S y conductividad son columnares. Si
exnsten gradientes  fisicoquimicos, bien
porque se trate de lagos meromicticos o
estuarios, o bien en lagos holomicticos
anacrébicos como Cisd durante la estra-
tificacion térmica estival (véase la figura 2)
las poblaciones se distribuyen formando ld-
minas que reflejan el delicado balance
de condiciones requerido para su creci-
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TABLA 1. Distribucidn vertical de la energia lumi-
nosa, biomasa y actividad fotosintética especifica
de las poblaciones bacterianas fotosintéticas de la
laguna de Ciso (28.8.81).
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miento optimo: suficiente luz, H,S y un
fuerte gradiente térmico o quimico.

Durante la formacién de estas liminas
y como resultado de la elevada densidad
poblacional existe un fuerte gradiente de
luz cercano a la superficie (coeficiente de
extincion global de la luz, n = 72 m?).
En el punto de mixima concentracién bac-
teriana donde se acumula Chromatium mi-
nus (0,75 m.) la irradiancia cudntica es
menor de 1 microeinstein/m?® seg. (mien-
tras que en la superficie es de 1.000 a
1.500 pE/m? seg.), condiciones en las que
no existe crecimiento fototréfico en cultivos
puros de laboratorio de C. minus o de Chio-
robium sp. (Datos no publicados).

DISTRIBUCION VERTICAL DE LA
ACTIVIDAD FOTOSINTETICA

En la tabla I se exponen los resultados de
las distribuciones verticales de energia lumi-
nosa y de la biomasa (fotosintética (en
mm?/ml) respecto de la actividad de fotoa-
similacién de CO,. Se-puede apreciar una
discordancia entre la profundidad de acumu-
lacién de la biomasa (0,75 m.) y los niveles



TABLA 1II. Caracteristicas de las distribuciones de
tamafio de la poblacién de Chromatium minus a
lo largo del perfil vertical en la laguna de Ciso.
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donde se detecta la mdxima fotoasimilacién
(0,25 m.). La actividad fotosintética estd
bien correlacionada con la disponibilidad de
energia de manera que los valores mdximos
se obtienen por encima de la ldmina de bas-
terias (donde son 4 veces superiores a las del
punto de mdxima biomasa) como consecuen-
cia del fuerte efecto de autosombreado de
las células.

DISTRIBUCION VERTICAL DE LAS
DISTRIBUCIONES DE TAMANOS DE
LAS CELULAS

Simultdneamente con los experimentos
de fotoincorporacion de 140, se ha apli-
cado la técnica de andlisis de la distribucion
de frecuencias de los tamafios celulares con
el contador de Coulter (ZARITSKY & PRIT-
CHARD, 1973). La técnica se basa en que
existe una relacion directa entre la velocidad
de crecimiento de un microorganismo y su
tamafio medio. En la poblacién de C. minus
en Cisd se aprecian distribuciones de tama-
flos que indican un decrecimiento progresivo
del tamafio medio de las cé€lulas por debajo
de la capa de mdxima concentracion de
células (x = 14,67 um® a 0,6 m. y de
12,79 ,um3 a 3 m.) y un aumento de la cur-
tosis de dichas distribuciones con la pro-
fundidad (curtosis, c = 3,182 0,6 m.y 3,65
a 3 m.) (véase la tabla II). En Cullera la po-

TABLA I11. Caracteristicas de las distribuciones de
tamafios de la poblacion de Chlorobium phaeovi-
brioides a lo largo del perfil vertical, en la Jaguna
de Cullera.
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blacion de Chlorobium phaeovibrioides

muestra diferencias mucho mds claras a
medida que aumenta la profundidad (véase
la tabla III). Por encima de la capa de md-
xima concentracion de células, el tamafio
medio celular es de 0,225 um?® y las distri-
buciones son platicurticas (¢ = 2,73) mien-
tras. que por debajo las células disminuyen
de tamarfio (0,158 um3 a 6 m.y 0,113 um?
a 71m.)y las distribuciones son cada vez mds
leptoctirticas (¢ = 6,21 a 7 m.) indicando
una progresiva disminucién de la actividad
de crecimiento con la profundidad.

DISCUSION

Los resultados presentados en este trabajo
indican que las poblaciones bacterianas foto-
sintéticas que se desarrollan en Cisé y Culle-
ra estdn activamente creciendo en la parte
superior de la ldmina y prdcticamente no
existe crecimiento ni fotosintesis en el punto
de mdxima acumulacién de bacterias y por
debajo de éste. Las elevadas concentraciones
de Chromatiuin y de Chlorobium atentian
fuertemente la penetracion de la luz de mo-
do que la energia luminosa que reciben en
profundidades donde se detecta la mdxima
concentracién de celulas puede ser inferior
a 1 uE/m? seg, valor por debajo del cual no
existe crecimiento fotosintético en el labo-
ratorio.
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Se observa por lo tanto una discordancia
entre las profundidades donde se registra el
médximo crecimiento y actividad, y la zona
de acumulacién de las células. Dicha acumu-
lacidn tiene lugar en la quemoclina, situacién
permanente en lagos meromicticos y estua-
rios (CULVER & BRUNSKILL, 1969; GOR-
LENKO & LEVEBA, 1971; INDREBO et al.
1977) o en la termoclina en los lagos holo-
micticos anaerdbicos durante la estratifica-

.ci6n térmica estival (COHEN et al., 1977,

GUERRERO et al., 1980).

Tanto en Cisd como en Cullera, la mdxi-
ma acumulacién de biomasa se detecta en el
punto medio del gradiente, lo cual permite
pensar en que las células son frenadas en su
proceso de sedimentacidn por un incremento
en la densidad del agua siguiendo dicho pro--
ceso la ley de Stokes. Los resultados de la
cinética de la biomasa y contenido especrfi-
co de pigmentos fotosintéticos en la laguna
de Cis6 apoyan la hipétesis de que existe un
proceso importante de sedimentacién de las
células durante la estratificacion. En Cisé a
profundidades en que no es posible un meta-
bolismo fotosintético por falta de energra
luminosa (por debajo de la ldmina a 7 m. de

profundidad) se observa una tasa de aumen-
to de la biomasa de Chromatium de 0,021/
dras que es similar al observado en la parte
superior de la ldmina en donde el creci-
miento es activo. Asimismo el contenido
especifico en bacterioclorofilas en las células
decrece con la profundidad indicando una
degradacidn de las estructuras fotosintéticas
(MONTESINOS, 1982). Dicha degradacién
es tambi€n apreciable en cortes ultrafinos
de” Chromatium examinados con el micros-
copio electronico de transmisién (ESTEVE
et al., 1980).

Sin embargo en las células de la capa
superior (desde la superficie hasta la capa de
mdxima concentracion de células) no se de-
tectan cambios fisioldgicos ni ultraestructu-
rales. En este sentido es evidente que las
c€lulas de Chromatium situadas por encima
del punto medio del gradiente estdn someti-
das a una iluminacion homogénea que con-
siguen gracias a su movilidad mediante pro-
cesos de fototaxis y quimiotaxis, proceso

‘que viene favorecido por la presencia de un

gradiente fisicoquimico que actdia como fre-
no de la tendencia normal de sedimentacién
de las células en un ambiente sin turbulencia.
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