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SUMMARY 

THE INFLUENCE OF LIGHT GRADIENTS ON THE PHYSIOLOGY OF SULFUR 
PHOTOSINTHETIC BACTERIA. ULTRAESTRUCTURAL RESPONSE 

Photosynthetic bacteria are able to maintain their metabolism active in deep waters with 
very Iow light intensities using materials accumulated in inclusions during previous photo­
synthetic actívities. Cisó is a small, anaerobic, sulfur rich pond west of Banyoles lake (Giro­
na, NE Spain). Due to the massive growth ofthe red sulfur photosynthetic bacterium Clzro-
11wtiu111 mi11us, water turns red during severa! times of the year. 

Ultrastructural analysis of cells sampled at different depths in Cisó pond (therefore expo­
sed to different light intensities) showed drastic changes in intracitoplasmic inclusions. Cells 
which were exposed to O.O! 0 /o surface light intensityin the pond showed a marked increa­
se in poly-B-hidroxybutyrate (PHB) granules anda parallel decrease in sulfur globules, sug­
gesting photosynthetically accumulated glucogen is utilized and converted to PHB with in­
tracellular sulfuras electron acceptor. On the other hand, pure Thiocapsa roseopersicina cul­
tures (another red sulfur bacterium) grown at different, but constant light intensities in the 
laboratory, ncver showed changes in their intracytoplasmic inclusions. lnstead, under light 
limiting conditions, they increased thc síze of their membrane system. 

INTRODUCCION 

Las bactedas fotosintéticas precisan para 
su crecimiento de la luz como fuente de 
energía y de compuestos reducidos de azufre 
(H

7
S, S, tiosulfato) como fuente de poder 

reductor. No obstante, en los ambientes 
acuáticos en los que dichas bacterias crecen, 
la intensidad de la luz decrece exponencial­
mente al aumentar la profundidad, no lle­
gando por lo general a las capas anóxicas 

profundas más del 1 al 0,01 °/o de la luz 
incidente en superficie. En cultivos puros 
de laboratorio, las bacterias fotosintéticas 
se adaptan a condiciones limitantes de luz, 
mediante modificaciones en su aparato foto­
sintético (BROCH-DUE & ORMEROD. 1978; 
GOLECI<I & OELZE 1980), y en el conte­
nido pigmentario (T AKAHASHI et. al. 1972; 
PIERSON & CASTENHOLZ, 1974). 

Tanto la fotosi'ntesis bacteriana como el 
metabolismo celular general a bajas in ten-
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sidades lumínicas, han sido investigados se­
paradamente por diversos autores, y siempre 
a partir de cultivos puros (KONDRA TIEV A 
et. al., 1975; GORLENKO &KUSNETSOV, 
1971). A pesar de ello se conoce muy poco 
acerca de ambos procesos y de las variacio­
nes ultraestructurales resultantes en el habi­
tat natural, donde además de la luz inter:vie­
nen otros factores como la concentráción de 
nutrientes, la temperatura y otros (MECH­
LER & OELZE, 1978; KAISER & OELZE, 
1980). 

En la laguna de Cisó se presentan a lo lar­
go de todo el año, densas masas poblaciona­
les de bacterias fotosintéticas que compiten 
entre sí por la luz y el sulfhídrico. El estudio 
de dicha laguna resulta particularmente inte­
resante, ya que las capas de agua situadas 
por debajo de 1 m. de profundidad se en­
cuentran privadas de la luz, debido al fuerte 
sombreado biológico que se produce por el 
crecimiento bacteriano de las capas supe­
riores (MONTESINOS, 1983). 

Las ce1ulas de Chromatium minus, ex­
puestas a estas condiciones presentan im­
portantes alteraciones ultraestructurales a 
nivel de los gránulos de inclusión corno 
gránulos de glucógeno (Glg) y poli-B­
hidroxibutirato (PHB), resultado del meta­
bolismo endógeno que presentan dichas 
células cuando crecen en ambientes po­
bremente iluminados. 

El propósito de nuestra investigación ha 
sido el estudio ultraestructural de dos es­
pecies de Chromatiaceae: Chromatzian mi· 
nus y Thiocapsa roseopersicina (la primera 
procedente de la laguna de Cisó, y la segunda 
de un cultivo puro de laboratorio) expues­
tas durante su crecimiento a diferentes inten­
sidades de luz, con el fin de poder interpre­
tar el metabolismo del que se valen dichas 
células para mantener su nivel energético en 
condiciones en que no es posible el creci­
miento fotosintético. 

MATERIAL Y METODOS 

AREA DE ESTUDIO 

La laguna de Cisó es una pequeña masa de 
agua situada al oeste del lago de Banyoles 
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(Girona, Spain). La laguna tiene una morfo­
logía rectangular de 457 m2 , un volumen de 
2.334 m3 y una profundidad máxima de 
11 m. (GUERRERO & ABELLA, 1978). La 
laguna está rodeada de una vegetación densa 
que la protege del viento y dificulta la mez­
cla vertical de la columna de agua. 

CULTIVOS CELULARES 

Los· cultivos de Thiocapsa roseopersicina 
se obtuvieron utilizando medio Pfennig 
(PFENNIG, 1965) con incubación a 25° y 
a 1.500 lux. 

CARACTERIZACION MORFOLOGIC A 
POR TINCION NEGATIVA 

Se han utilizado básicamente dos coloran­
tes: acetato de uranilo (AU) (W ATSON, 
1958) y ácido fosfotungstico (PTA) (HALL 
et al., 1945), ambos en solución acuosa y 
alcohólica. En el primer caso se empleó AU 
al 1 °/ o en agua destilada, o en etanol al 
70 °/o y en el segundo PTA al 0,5 °/o en 
agua destilada, o en alcohol et11ico al 70 °/o. 

Para el examen de las muestras por mi­
croscopia electrónica de transmisión (TEM), 
un volumen de 0,01 ml era depositado sobre 
rejilla de 400 mesh cubierta con película de 
carbono durante 15 minutos, realizándose a 
continuación la tinción de la muestra duran­
te dos minutos. 

CARACTERIZACION MORFOLOGICA 
POR MICROSCOPIA ELECTRONIC A DE 
BARRIDO (SEM) 

Para el estudio morfológico bacteriano se 
hizo pasar un volumen de una muestra con­
centrada de agua a través de un filtro Nucle­
pore de 0,2 micras de diámetro de poro, con 
el fin de retefler ~obre el filtro los microor­
ganismos de tamaño más pequeño. El filtro 
se hizo flotar durante 2 horas en glutaral­
dehido al 2,5 °/o tamponado con cacodilato 
o fosfato y a continuación se efectuaron una 



Figura 1. Micrografía electrónica de barrido d'e cé­
lulas de Ch roma tiu m 111i11us (grandes) retenidas 
sobre filtro Nuclepore. 

serie de lavados en tampón sin fijador de 15 
minutos de duración, siempre dejando flotar 
el filtro en la disolución. correspondiente. 
Las deshidrataciones se efoctuaron en gra­
dientes de etanol, y finalmente las muestras 
fueron secadas al punto crúico y sombreadas 
con oro. 

SECCIONES ULTRAFINAS 

Para el análisis ultraestructural se utilizó 
la técnica de RYTER & KELLENBERGER 
(1958). Para ello un sedimento celular obte­
nido por centrifugación de las muestras á 
8.000 g. durante 15 minutos fue fijado con 
tetróxido de osmio y posteriormente endu­
recido con agar al 2 °/ o, para ser lavado, des­
hidratado e incluido finalmente en aralditas. 

Los cortes ultrafinos fueron teñidos con 
acetato de uranilo al I o¡ o en disolución 
alcohólica al 70 °/ o y con citrato de plomo 
según la técnica de REYNOLDS (1963). 

RESULTADOS 

Las dos especies de bacterias fotosintéti­
cas estudiadas, Chromatiwn minus y Thio­
capsa roseopersicina, pertenecen a la familia 

Pigura 2. Sección ultrafina de Chromatium 111inus, 
mostrando las ves(culas fotosintéticas. Las inclu­
siones de mayor tamaño corresponden a gránulos 
de PHB (blancos) y glóbulos de azufre (grises). 

Chromatiaceae, y presentan como caracte­
rísticas comunes, una morfología esférica 
ovoidal (fig. 1) i un sistema intracitoplas­
mático de membranas de tipo vesicular (fig. 
2). Ambas especies se multiplican por esci­
sión binaria y forman limos bajo condicio­
nes especiales. Mientras que fa primera es 
una especie móvil, la segunda es inmóvil y 
sus células en parejas o tétradas se rodean 
de una densa cápsula. 

Experiencias de campo y de laboratorio 
efectuadas con Chromatium · y Thiocapsa, 
demuestran que se producen vanac10nes 
ultraestructurales importantes cuando dichas 
bacterias crecen con intensidades limitan tes 
de luz. 

Thiocapsa roseopersicina, cuando crece 
en medio Pfennig a diferentes intensidades 
de luz (5, 45, 1.500 y 10.000 lux) muestra 

· diferencias en el tamaño de las vesículas fo­
tosintéticas de las celulas, diferencias que 
son significativas entre intensidades ex tre­
mas, con tamaños mayores en células des­
arrolladas a 5 y 45 lux, y los menores a 
10.000 lux. Las figuras 3 y 4 muestran las 
micrografías electrónicas correspondientes· 
a dichas células cuando se encuentran ex­
puestas a 5 y 10.000 lux respectivamente. 

Por otra parte los estudios efectuados 
en Chromatium minus cuando crece en 
su habitat natural, prne ban que las ma-
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Figura 3. Sección ultrafina de ce1ulas de CYzroma­
tium minus recibiendo una intensidad lumínica del 
1.-10 ºlo de la luz incidente en superficie. 

0,'5_p"'I '; 

Figura 5. Sección ultrafina áe ce1ulas de Thiocapsa 
roseopersicina crecidas con una intensidad de luz 
de 5 lux. 

yores diferencias ultraestructurales entre 
las células desarrolladas a diferentes inten­
sidades de luz -radican no tanto en el apa­
rato fotosintético, como en los orgánulos 
de inclusión; lo que se debe probablemente, 
a que las células en su ambiente natural pre­
sentan movimientos verticales de desplaza­
mfonto en la columna de agua que impiden 
que éstas se encuentren a una intensidad de 
luz constante, como acontece en experien­
cias de laboratorio. De esta fom1a células 
de Chromatium minus que procedi'an de la 
laguna de Cisó al crecer a una intensidad 
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Figura 4. Sección ultiafina de Ch roma tium minus 
recibiendo el 0.01 ºlo de la luz incidente en super­
ficie. 

Figura 6. Sección ultrafina de células de Thiocapsa 
roseopersicina crecidas con una intensidad de luz 
de 10.000 lux. 

lumínica entre el 1-10 ºlo de la luz inci­
dente en superficie, muestran los glóbulos 
de azufre bien conformados y escasas inclu­
siones de glucógeno y poli-B-hidroxibutirato 
(fig. 5). Las mismas ce1ulas al desarrollarse 
a una intensidad lumínica del 0,01 °/o de la 
luz incidente en superficie, muestran los 
glóbulos degradados y abundantes inclusio­
nes de PHB (ESTEVEetal., 1980) (fig. 6). 

Los mismos cambios ultraestructurales 
han sido observados también en las células 
de Chrornatiwn proceden tes de las lagunas 
de Estanya (Huesca) y Cullera (Valencia), en 



Figura 7. Micrografla electrónica de barrido mos­
trando ce1ulas epibiontes sobre Clzromatium minus 
(flechas). 

las que no se observaron diferencias signifi­
cativas en el tamaño de las vesículas fotosin­
téticas. Tan solo se apreciaron, en este caso, 
cambios ultraestructurales importantes en 
las células que crecen en ausencia absoluta 
de luz, en las que aparecen unas estructuras 
tubulares en sustitución de las vesfrulas foto­
sintéticas. 

Con anterioridad se ha señalado la impor­
tancia de las variaciones en la intensidad de 
la luz en la ultraestructura bacteriana. El 
estudio de dicho efecto ha servido además 
para poner de manifiesto la presencia de 
epibiontes que en ocasiones presentan mor­
fología esférica (0,6 micras) y en otras baci­
lar ligeramente curvada (0,3 x 0,6 micras) y 
que dependen de la célula huésped Clzroma­
tium minus para su reproducción. (figs. 7 y 
8). 

DISCUSION 

Las bacterias fotosintéticas en sus habi­
tats naturales están sujetas diariamente a 
perfodos de carencia de luz. Las carentes de 
fuente de energía externa dependen de un 
metabolismo endógeno, es decir de sustan­
cias intracelulares capaces de proporcionar 
la energía requetida para su propio man te­
nímiento. El papel que el metabolismo en­
dógeno representa para la supervivencia ha 
sido ampliamente estudiado (DAWES, 1976; 

,_o,l'i,t:'.., .... 

Figura 8. Sección ultrafina de Chromatium minus, 
presen tanda varias ce1ulas epibiontes en división. 

BREZNAK et al., 1978). Normalmente 
las reservas celulares, carbohidra tos y PHB, 
son los primeros sustratos para el metabolis­
mo endógeno. Existe entre las bacterias gran 
variedad en cuanto a su capacidad para re­
sistir el "stress" metabólico, aunque parece 
existir una correlación entre metabolismo 
endógeno y supervivencia. 

La respuesta fisiológica que experimentan 
las bacte1ias fotosintéticas cuando viven pri­
vadas de la luz difiere para los distintos gru­
pos. Experimentos efectuados en células de 
Rhodospiríllum rubrum, prueba~1 la capaci­
dad de dichas bacterias de obtener energía a 
partir de la fermentación de los materiales 
intracelulares de reserva cuando son transfe­
ridas desde unas condiciones de aerobiosis 
a otras de anaerobiosis en completa oscuri­
dad.· Los productos obtenidos de la fermen­
tación del piruvato son: acetato, propionato, 
formato y C0

2 
(SHON & VOELSKOW, 

1976). 
También las bacterias verdes del azufre 

(Chlorobiaceae) realizan en la oscuridad un 
proceso fermentativo. En este caso la poli­
glucosa acumulada en forma de rosetas in­
ternas durante el crecimiento fotosintético, 
es fermentada en la oscuridad, para dar 
principalmente: acetato, caproato y succi­
nato (SIREVAG & ORMEROD, 1977). No 
obstante los productos obtenidos de la po­
liglucosa en presencia de luz y en oscuridad 
son distintos, ya que en la oscuridad la 
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Figura 9. Variaciones en la ultraestructura de Chromatium minus en función de la intensidad de luz que 
reciben las células cuando crecen en su ambiente natural. Las fases 1 y 2, corresponde¡i a intensidades lu­
mínicas de 0,1 y 0,01 º/J respectivamente. La fase 3, corresponde al crecimiento en ausencia de luz. PHB 
= poli-B-hidroxibutirato. S = gránulos de azufre. V = vesículas intracito-plasmáticas. LPS = Glicopolisa­
cárido. T = túbulos. 

poliglucosa sirve como fuente de energ1'a, 
mientras que en presencia de luz proporcio­
na poder reductor. 

La capacidad por parte de las bacterias 
rojas del azufre (Chromatiaceae) para utili­
zar reservas endógenas o piruvato anaerobi­
camente en la oscuridad fue observada por 
KOHLMILLER & GEST (1957). No obstan­
te, desde entonces se ha avanzado poco en 
la respuesta metabólica de este grupo de 
bacterias. 

Los experimentos anteriormente expues­
tos prueban que cuando las células de 
Chromatiwn minus se encuentran creciendo 
a una intensidad de luz del 0,01 °/o de la luz 
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incidente en superficie, presentan un incre­
mento muy notable en gránulos de PHB y 
glóbulos de azufre degradados. 

El acúrnulo de PHB puede ser interpret~­
do en este caso como resultado del meta­
bolismo endógeno de las células cuando se 
encuentran en condiciones lirnitantes de 
luz o en completa oscuridad. No obstante, 
el proceso por el que se acumula PHB es 
aqu( distinto al descrito para Rhodospi­
rillum rubrum, por ·tratarse no de un pro­
ceso fermentativo, sino de una respiración 
endógena en la que el glucógeno acumulado 
durante el proceso fotosintético es trans­
formado en PHB, mediante la reduci¡;ión del . 



azufre intracelular' que ·es a su vez converti­
do en H

2
S. Esta hipótesis estaría de acuerdo 

con los resultados obtenidos por VAN GE­
MERDEN (1968) al demostrar que las cé­
lulas de Chromatium vinosum cepa D de­
sarrolladas en cultivos puros, eran capaces 
de degradar el glucógeno acumulado en pre­
sencia de luz, utilizando el azufre intracelu­
lar como aceptor de electrones (VAN GE­
M ERDEN & BEEFTING, 1978 y BEEF­
TING & VAN GEMERDEN, 1979). 

Por otra parte células de Thiocapsa roseo~ 
persicina, desarrolladas a diferentes intensi­
dades lum(nicas no mostraron cambios 

considerables en las inclusiones citoplasmá­
ticas, debido a que el crecimiento en cultivos 
puros es rápido, y a que la intensidad de luz 
fue en cada caso constante, por lo que fas 
células permanecieron poco tiempo expues­
tas a condiciones limitantes de luz. 

La figura 9 representa una interpreta­
ción esquemática de los resultados obteni­
dos a nivel ultraestructural, con el fin de 
establecer una hipótesis que permita la 
interpretación fisiológica de los mecanis­
mos de adaptación metabólica de los que 
se valen las bacterias fotosintéticas del· 
azufre en condiciones limitantes de luz. 
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