IDENTIFICACIO I ESTUDI POBLACIONAL
DE BACTERIS FOTOTROFICS A L’ESTANYOL
DE SISO (BANYOLES). APLICACIO DE TECNIQUES
DE MICROSCOPIA ELECTRONICA *

per
ISABEL ESTEVE, CARLES ABELLA i RICARD GUERRERO

Departament de Microbiologia. Facultat de Ciéncies i Institut de Biologia Fonamental.
Universitat Autbnoma de Barcelona. Bellaterra,

SUMMARY

Identification and poblational study of phototrophic bacteria in Sisé
pond (Banyoles). Application of electron microscopy techniques.

The bacterial populations of Sisé pond, a small water body located
near Banyoles lake (Girona), were examinated by transmission and
scanning electron microscopy techniques. In this study we can analize
the composition of the bacterial populations of water, mainly composed
by photosynthetic bacteria. By wmeans of ultrathin sections of cells
and pigments spectra it has been possible to identify the following
species: Chromatium minus, Chlorobium phaeovibrioides and Chloro-
bium limicola. The ultrathin sections revealed the presence of vesicles,
which may change in type, number and position, and henceforth to
have a taxonomic value. It is also studied the numbers of individuals
of the different species, finding that the electron microscopy techniques
give lower figures than those of light microscopy. The higher resolution
power of electron microscopy permits to know the relative percentage
of the two Chlorobium species, which cannot be done by light microsco-
py because of their small size. Transmission and scanning electron
microscopy have proven to be very useful methods in knowing the
dynamics of bacterial populations and the morphological changes of
cells, both data being essential in the studies of microbial ecology.

* Article basat en la comunicacié presentada ¢l dia 15 de desembre de 1977,
completat amb dades posteriors, fins al mes de desembre de 1978.
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INTRODUCCIO

El microscopi electronic de transmissié (MET) ha comencat a ser
ampliament utilitzat en els treballs d’ecologia microbiana, tant per a
la identificacié dels microorganismes que composen les comunitats
aquatiques * com per al coneixement de la seva ultraestructura (Du-
BININA 1 KuzNETSov, 1976). L'alt poder rvesolutiu d'aquest instrument fa
que resulti idoni per a diferenciar totes aquelles estructures celulars
que no poden ser detectades amb el microscopi Optic i per distingir
de manera clara les céllules del material detritic.

Malgrat l'evidéncia d'aquests avantatges, el MET ha estat poc uti-
litzat en el calcul del nombre total i de la biomassa bacteriana. WaTsoN
et al. (1977), realitzaren assaigs amb el MET utilitzant répliques pel
recompte dels microorganismes concentrats sobre filtres de membra-
na i compararen aquests resultats amb els obtinguts per recompte amb
el microscopi d’epifluorescencia. En el mateix any, Bowpex (1977)
compara els recomptes amb MET i microscopia d’epifluorescéncia. En
ambdos casos els autors assenvalaren que la microscopia clectronica do-
nava una millor precisié en la identificacié de formes i aportava la pos-
sibilitat de poder diferenciar rapidament el material detritic. Pero, en
haver de sotmetre les mosties a una série de manipulacions prévies al
seu examen amb el MET, es producixen pérdues de material i és
aquest el motiu pel qual els nombres’obtinguts en recomptes d'epifluo-
rescencia resulten més elevats,

Recentment, LARSSON et al. (1978) han emprat en aquests tipus d’es-
tudis tecniques estercologiques, perd els procediments basats en talls
ultrafins del sediment obtingut per centrifugacié. de les mostres son
massa complicats per a ser utilitzats en els estudis ecologics rutinaris.

En aquest treball, hom descriu els bacteris més abundants trobats
a l'estanyol de Sisé (llacuna propera al llac de Banyoles), descrivint
alguns detalls de la seva ultraestructura. Hom correlaciona la distri-
bucié espacio-temporal bacteriana amb els gradients fisico-quimics, a
la vegada que es proposa un metode senzill per calcular el nombre
total i la biomassa bacteriana, el qual meétode comporta una minima
manipulacié de les mostres a fi d'evitar pérdues.

MATERIAL T METODES

Zona d'estudi

Les poblacions bacterianes estudiades en aquest treball han estat
aillades d'un petit estanyol rectangular (dimensions 2620 m; maxima
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fondaria: 11 m; volum: 3.843 m?®) situat a uns 200 m a l'oest del llac
de Banyoles, a prop de la seva zona central. Ha estat anomenat estanyol
de la Ribera Castellana (la qual passa a uns cinc metres de la seva vora)
o bé estanyol de Sisé. Les seves caracteristiques morfometriques han
estat descrites en un altre article® L'aigua és molt rica en sulfthidric
i practicament anaerobica durant tot l'any.

Meétodes de mostratge

La recollida de mostres es realitza quinzenalment del gener de 1977
fins el desembre de 1978 amb una ampolla de Ruttner de 2 | de capaci-
tat. Les mostres s'agafaven a diferents profunditats (0, 0,5, 1, 3,5, 7 i
10 m), en un punt situat aproximadament al centre de l'estanvol.

Per a poder estudiar millor els possibles canvis morfologics i es-
tructurals dels bacteris fotosintétics vermells del sofre (identificats
al llarg d’'aquest treball com a pertanyents al genere Chromatiuinn)
es colocaren, a diferents fondaries, peces de polispan d'uns 8 X8 cm tra-
vessades per una corda, la qual es mantenia tensa mitjangant un pes.
El liquid retingut a les peces de polispan contenia una elevada con-
centracié de bacteris.

Recomptes per microscopia optica

Per als recomptes al microscopi optic es filtraren 3 ml de cadascu-
na de les mostres amb un filtre Millipore de 27 mm de diametre i 0,45
pm de porus. Els filtres es tenyiren amb fucsina acida i blau de metile.
En recolectar les mostres hom va evitar al maxim l'exposicié a 1l'oxi-
gen i a la llum. S'utilitza un microscopi Nikon amb objectiu d'immer-
si6, a 1.000 augments.

Recomptes per microscopia electronica de transmissio

Les mostres (de 100 ml) que havien d’ésser observades amb el MET
eren centrifugades durant 20 minuts a 8.000 xg. El sediment obtingut
es resuspenia en 2 ml d'aigua amb NaCl al 0,9 %. Sobre una reixeta «de
trau» coberta amb pelicula de carbé o formvar (0,125 g de formvar en
50 ml de dicloroeta) es deposita una part aliquota de 0,01 ml del sedi-
ment resuspes. Hom coloca la reixeta sobre una capa de cera i procedi
al secat de la gota amb objecte de que tots els microorganismes pre-
sents en 0,01 ml quedessin retinguts sobre la pellicula suport. Seguida-
ment, es tenyi amb acid fosfotungstic al 1% (pH 7,2) durant un o dos
minuts. Depenent del nombre de microorganismes trobats, es fotografia-
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va un determinat nombre de camps, de manera que es pogués donar
un valor estadistic als resultats obtinguts, i s’obtenia la mitjana. EIl
nombre total s'obtenia a partir de les dades conegudes de l'area de la
reixeta, area del camp observat i nombre de microorganismes per camp.
Mitjancant una ampliadora era possible diferenciar tipus morfologics
de microorganismes i calcular les seves freqiiéncies relatives.

Ultraestructura

Hom utilitza el métode de RYTER-KELLENBERGER 7 per a l'obtencié de
seccions ultrafines; s'afegien 3 ml d’amortidor veronal a 30 ml de la sus-
pensié bacteriana; la mescla se centrifugava durant 5 minuts a 18.000 xg.
El sediment es resuspenia en 1 ml del fixador durant 16 hores a tem-
peratura ambient; després es diluia en 8 ml de l'amortidor, centrifu-
gant de nou. Finalment, el sediment es resuspenia en 0,03 ml d’agar
al 2% i un cop fred el bloc format es tallava en porcions de 1 mm?
aproximadament. Per a les deshidratacions s’empraven gradients d’'a-
cetona (30, 50, 70, 90 i 100 %) i oxid de propile, i per a les inclusions
Araldita segons la técnica de GLAUERT i GLAUERT (1958), polimeritzant
els blocs primer a. 50 °C i després a 80 °C. Pels talls ultrafins s'u-
tilitza un ultramicrotom (LKB III) amb ganiveta de vidre, essent pos-
teriorment recollits en reixetes de 400 mesh i tenyits amb citrat de
plom segons el métode de REYNoLDS (1963). Les microfotografies elec-
troniques han estat fetes amb un microscopi Hitachi HU-12A a 75 kV,
amb pellicula fotografica Negralit.

Microscopia electronica de «scanning»

Amb objecte d'estudiar millor la morfologia de les espeécies domi-
nants, hom filtra 20 ml de la mostra sobre filtres Nuclepore de 0,4 pm,
els quals van ésser sumergits en glutaraldehid al 3 % en amortidor ca-
codilat per espai d’'una hora a 4 °C. Després d'una deshidratacié pro-
gressiva en gradients d’acetona, les mostres foren transferides a una
disolucié d’amilacetat i secades al punt critic. Cada filtre estudiat fou
posteriorment recobert per una fina capa d’or de 20 a 30 nm de gruixa-
ria. Per a les microfotografies fou utilitzat un microscopi Stereoscan 180
(Cambridge).

RESULTATS

Els estudis realitzats a l'estanyol de Sis6 permeten d’establir l'e-
xisténcia clarament diferenciada de dues poblacions dominants de



FiG. 2. — Micrografia electrdnica de «scanning» mostrant
céllules de Chromatium (dvals grans) i nombroses célules
de Chlorobium limicola (bacils rectes) i de Chlorobium
phaeovibrioides (bacils corbats).
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F16. 1. — Seccié ultrafina de Chromatium minus mostrant
inclusions de poli-g-hidroxibutirat(B), granuls de sofre(S)
i cromatofors (C) repartits pel citoplasma.
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F16. 3.— Micrografia electronica de ascanning» de F1G. 4. — Seccié ultrafina de Chlorobium limicola. S'aprecien
Chromatium minus amb altres bacteris epibionts (indicats els «clorosomes» (alguns d'ells indicats per fletxes) densa-
per fletxes) adherits a la paret celular del primer. ment tenyits i disposats paralelament a la membra-

na citoplasmatica,
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F16. 5. — Morfologia comparada de les dues espécies de Chlorobium descrites en el
text. Els bacils rectes que acaben de dividir-se sén C. limicola. El bacil corbat (vibri)
¢és C. phaeovibrioides. (Tincié negativa amb acid fosfottingstic.)

F16. 6. — Micrografia electronica d'una mostra d'aigua de l'estanyol de Sisé en la que
poden observar-se una céllula de Rhodopseudomonas (RP), quatre de Rhodospirillum
(RS) i alguns Chlorobium (C). (Tincié negativa amb acid fosfotiingstic.)
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F16. 7. — Bacteris fusiforms o piriforms de disposicié parallela amb una o dues in-

clusions centrals molt denses als electrons. (Tincio negativa amb acid fosfotungstic.)

F16. 8. — Céllules bacillars amples de disposicié parallela trobades en rares ocasions
a l'estanyol de Sisé. (Tincié negativa amb acid fosfotungstic.)
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bacteris fotosintetics: (1) la poblacié formada per una sola especie
de la familia Cromatiacies i (2) la constituida per dues especies de la
familia Clorobiacies.

El color de les aigiies, vermelles en determinades ¢poques de l'any
i verd-negres en altres, denoten la predominancia d'una o l'altra d’a-
questes poblacions. La identificacié de les espécies ha estat realitzada
per les seves caracteristiques morfologiques i d’ultraestructura, tenint
en compte l'espectre d’absorcio dels seus pigments.

Chromatium minus

L'examen al MET per tincio negativa, aixi com les observacions efec-
tuades amb microscopia electronica de «scanning», revelen que es
tracta d’'un bacil ovoide dotat de dos flagels polars. La seva mida és
de 2 pm damplada i 2,5 a 5 pm de longitud, corresponent aquest
ultim valor a les fases de divisio cellular. Les seccions ultrafines mani-
festen l'existencia de vesicules fotosintétiques intracitoplasmatiques
de 40 a 50 nm on es localitzen els pigments, bacterioclorofilla a i ca-
rotenoids de la serie okenona,

En la figura 1 pot observar-se que repartits uniformement pel cito-
plasma bacteria es troben granuls de sofre de mida variable molt
densos als electrons (granuls foscos). Segons Scumipt et al. (1971) i
NicoLsoN i ScHMmIpT (1971) aquests granuls contenen un 93 % de sofre
elemental, 5% de proteina i 0,6 % de lipids. L'estudi de diferents cel-
lules d'una mateixa poblacio, i de diferents poblacions al llarg del
temps, posa de manifest que ¢l nombre de granuls de sofre és va-
riable.

En la figura 1 s’observa un altre tipus d’inclusions, en nombre més
gran (granuls blancs), que hem identificat com de poli-B-hidroxibutirat
mitjancant el metode de Burbox recollit per PELczar (1957). El nombre
i mida d'aquests és també variable i possiblement depén de lestat
fisiologic del microorganisme. Ambdés tipus d'inclusions ocupen una
bona part de l'espai citoplasmatic.

L'especie estudiada fou classificada tentativament com a Chroma-
tiwm minus atenent a les caracteristiques esmentades i al fet de con-
tenir com a pigment carotenoid l'okenona.

La morfologia i mides relatives de Chromatium minus poden obser-
var-se en les microfotografies obtingudes mitjancant el microscopi
electronic de «scanning» (fig. 2), especialment en relacié a les altres
dues especies dominants a l'estanyol de Siso. Tal com palesa la figura 2,
les c¢Hules més grans corresponen a Chromatium minus, els bacils rec-



34 I. ESTEVE, C. ABELLA, R. GUERRERO

tes petits a Chlorobium limicola i les céllules corbades (vibris) a Chlo-
robium phaeovibrioides (vegeu més endavant).

En un nombre elevat de casos, es detectd adosat a la paret de Chro-
matium un epibiont encara no identificat, de morfologia esférica i lleu-
gerament corbada, i d'una mida que oscila entre 0,3-0,5 pm de dia-
metre i 0,5-0,8 pm de llargada (fig. 3).

Chlorobium limicola

La tincié negativa en el MET wevela que es tracta d'un bacil d’ex-
trems arrodonits (fig. 4). Té d’ample 0,6 pm, i de llarg 1,5 a 2,5 pm
les cellules individuals i 3,9 a 4,3 pm les celules en divisié. No presen-
ta flagels i freqiientment forma cadenes. Els talls ultrafins indiquen
I'existéncia de «clorosomes» («vesicules de Chlorobium»), amb mem-
branes no unitaries de 30-120 nm disposades parallelament a la mem-
brana citoplasmatica; entre ambdues classes de membranes sembla
no haver cap connexié. OeLze i Drews (1971) indiquen que la disposi-
cié d’aquestes estructures, aixi com la seva forma, son bastant cons-
tants, i per tant el seu estudi té valor taxonomic. Dins d’aquestes ve-
sicules tipiques es troben els pigments fotosintétics: bacterioclorofil-
la ¢ i carotenoids derivats del y-caroté (clorobacte). Segons han demos-
trat BROCH-DUE et al. (1978) la mida d'aquestes vesicules varia en fun-
cié de la intensitat de llum rebuda.

Chlorobium phaeovibrioides

Les cellules individuales son corbades, en forma de vibri, amb una am-
plada mitja de 0,8 pm i una llargada de 1,43 pm. La figura 5 mostra la
morfologia d’'aquesta espécie comparada amb C. linicola. Els pigments
clorofillics corresponen a bacterioclorofilla d, perd els carotenoids sén
derivats del -carote (iso-renierate). Les microfotografies també revelen
I'existéncia de clorosomes. Ambdues especies de Chlorobium son gram-
negatives, immobils, sense granuls de sofre i viuen en ambients anae-
robis en aigiies que continguin una elevada concentracio de H,S
i exposades a la llum.

Volum cellular

A la taula 1 es presenta el volum promig de cadascuna de les tres
espécies dominants esmentades. Han estat calculats suposant una forma
aproximada de cilindre tancat per dos semiesferes.
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Taura 1.— Dimensions promig de les tres espécies bacterianes dominants
a l'estanyol de Siso

Amplada Longitud Volumen

(km) (1rm) (#m)
Chromatium minus 2,50 3,50 25,36
Chlorobium limicola 0,62 241 0,84
Chlorobium phaeovibrioides 0,44 1,88 0,32

Altres espécies identificades

De manera ocasional, i sempre amb molt poca abundancia, foren
detectats bacteris pertanyents a la familia Rodospiralacies. Per la
seva morfologia i pigments s'identificaren com corresponents al ge-
nere Rhodopseudomonas i Rhodospirillum. En la fotografia 6 s'observa
una cellula de Rhodopseudomonas (RP), de morfologia de bacil ovoidal
ample i molt densa als electrons, a més de quatre Rhodospirillum (RS),
allargats, amb inclusions multiples i menys denses als electrons. [En la
mateixa fotografia hom pot veure diferents Chlorobium (C)]. Les cel-
lules de Rhodopseudomonas soén bacils ovoidals de 0,6-0,9 pm d’ample
i 1,22 pm de llarg; presenten reproduccié tipica per gemes i els pig-
ments (bacterioclorofila a i carotenoids) estan allotjats en lamelles.
Rhodospirillum té ceHules corbades o espiralades de 04x4 pm amb
bacterioclorofilla a i carotenoids.

Microorganismes no identificats

Cap al mes d'octubre de 1977 hom troba a la superficie de l'esta-
nyol de Sisé grups de bacteris fusiforms o piriforms formant una dis-
posicié parallela caracteristica (fig. 7). Les ceéllules individuals tenien
una amplada de 0,4 pm i una longitud de 1,7-3,5 pm. Al setembre del
mateix any havien estat detectats grups de célules bacillars amples
de 0,6 pm d’amplada i 5,3 pm de longitud disposades també paral-
lelament (fig. 8). Cal destacar l'analogia d’aquest ultim grup amb el
descrit per CALDWELL i TIEDJE (1974) a I’hipolimnion de dos llacs de
Michigan. ’

Per ultim, hom ha trobat en diferents ocasions céHules quasi esfe-
riques com a constituents importants de la poblacié bacteriana.
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Recomptes bacterians i estima de la biomassa cellular

Els recomptes realitzats per microscopia optica i electronica de
transmissié de les mostres obtingudes a 0,5 m de fondaria s'indiquen a
la taula 2.

Taura 2. — Recomptes comparatius entre microscopia optica (MO) i electronica de

transmissio (ME) de les tres espécies bacterianas predominants a l'estanyol de Siso.

Les dades (nombre de céllules per mililitre) corresponen a mostres preses a 0,5 m
de fondaria en quatre ¢poques del cicle annual.

Especie Hivern Primavera Estiu Tardor
(28-2-78) (20-5-78) (23-8-78) . (18-11-78)
MO ME MO ME MO ME MO ME
Chromatium
minus 4,1x10° 2,6x10* 3,1x10° 1,8%10° 1,9x10* 14x10¢ 15x10° 3,5x10°
Chlorobium
limicola 97x10° 1,5x10° 8,6x107 19x10° 5,6x10" 1,8x10" 5,1x10" 2,4x10°
Chlorobium
phaeovibrioides —_ 2,010 — 6,6 x 10° — 31100 —_ 5,8x10°

En els resultats obtinguts per microscopia electronica s’aprecia
que els recomptes resulten inferiors als obtinguts per microscopia
optica. Possiblement, i tal com s'ha indicat en la introduccié, pot
ésser degut a la manipulacié més complexa de les mostres. Malgrat
aquest inconvenient, és obvi que el gran poder resolutiu del micros-
copi electronic permet calcular les freqiiencies relatives de les diferents
especies observades amb una més gran precisio.

Discussio

Els estudis portats a terme de manera sistematica al llarg de dos
anys a l'estanyol de Sisé posen de manifest que la distribucié de les
poblacions bacterianes obeeix a la variacié dels principals parametres
fisico-quimics. D’acord amb GUERRERO i ABELLA (1978), els dos geéneres
de bacteris fotosintetics dominants segueixen estratégies diferents.
Aixi, Chromatium, pel fet de ser capa¢ de desplacar-se molt activa-
ment, pot buscar dins la columna d'aigua la situacié idonia referent
a concentracié de H,S i intensitat de llum. Chlorobium, degut a la seva
immobilitat, necessariament ha d’adaptar-se als canvis de concentracié
de H,S i intensitat de llum. Chromatiumm predomina quan la concen-
tracio de H,S esta situada entre 2-40 mg/l; Chlorobium és dominant
quan la concentracié de H,S és superior a 50 mg/l.

Els recomptes efectuats amb el microscopi electronic han permes
una millor precisié en la identificacié de les espécies dominants. Els
valors donats indistintament per a Chlorobium pel microscopi Optic
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han estat desglosats d'una manera més especifica per microscopia elec-
tronica. Igualment, per aquest ultim procediment hom ha avaluat po-
blacions que en determinats moments arribaren a ser part important
de la poblacié bacteriana, perd que per la seva escasa concentracié
no van ser detectades per microscopia optica. Aixi mateix, la preséncia
d’epibionts adherits a la paret de Chromatium tant sols es va detectar
en microfotografies electroniques. Volem destacar la importancia d’a-
quest fet donada la pressio selectiva que certes formes de parasitisme
poden exercir sobre les poblacions naturals. Fnalment, és factible de
realitzar acuradament la determinacié del volum mig de les espécies
amb objecte de calcular la biomassa bacteriana.

Com a dificultats annexes a la microscopia electronica, assenyalem
les que fan referéncia a l'obtencié i preparacié de les mostres, les
quals inclouen (1) recoleccio, (2) fixacio i (3) tincio:

(1) Els millors resultats han estat obtinguts recollectant les mos-
tres protegides de la llum i de l'oxigen i conservant-les a 4 °C fins a
la seva utilitzacié. D’aquesta manera s’evita la tendéncia observada
en Chromatium minus de formar agregats, la cual cosa dificulta tant
el recompte poblacional com la identificacié de la resta d’espécies.
Ignorem si I'esmentada tendéncia esta provocada pels colorants emprats
en microscopia electronica, o bé es tracta d'una proteccio a la llum o a
la tensid d'oxigen, ja que en principi les mostres eren exposades a
aquests factors en ésser tractades per a la posterior observacio.

La pérdua de motilitat i la consegiient formacié d’agregats embo-
licats en llims, propia de Chromatium quan les condicions li sén ad-
verses, ha estat descrita per PFENNIG (1967).

(2) Les fixacions habituals amb formaldehid provoquen freqiient-
ment precipitats de dificil eliminacio. Per tant, proposem una rapida
preparacié de les mostres que eviti qualsevol tipus de fixacio.

(3) Les tincions amb acid fosfotungstic al 1% (pH 7,2) donen
imatges més contrastades i revelen en ocasions inclusions internes.
L'acetat d'uranil déna pitjors resultats, sobretot en ésser utilitzat per a
la identificacié de poblacions de Chromatium, les quals apareixen com
a masses denses als electrons de dificil caracteritzacio.

Pels talls ultrafins, el meétode de RYTER-KELLEMBERGER, utilitzant
amortidor fosfat, revela amb millor nitidesa les estructures internes.
La tincié dels talls amb citrat de plom durant 20 minuts fou insuficient
per a contrastar clarament les vesicules de Chlorobium. En canvi,
I'abséncia d’aquest colorant no impedi que quedessin contrastades la
paret i vesicules fotosintétiques de Chromatium.

De tot el treball exposat, hom conclou que les técniques de micros-
copia electronica aplicades als estudis de les aigiies naturals permeten
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tant una millor caracteritzacié de les espécies com un més ampli co-
neixement de la seva ultraestructura. Els treballs previs sobre la in-
fluéncia que els parametres fisico-quimics tenen sobre la dinamica
poblacional podran ser completats amb l'estudi dels canvis haguts a
nivell estructural. En conseqiiéncia, la microscopia electronica aporta
una nova visié que amplia el camp dels actuals coneixements de l'e-
cologia bacteriana.
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Agraim especialment al director de I'Institut, Dr. Buenaventura Andreu
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