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SUMMARY

Identification and poblational study of phototrophic bacteria in Sis6

pond (Banyoles). Application of electron microscopy techniques.

The bacterial populations of Siso pond, a small water body located
near Banyoles lake (Girona}, were examinated by transmission and

scanning electron microscopy techniques, In this study we can analise
the composition of the bacterial populations of water, mainly composed
by phot osyruhetic bacteria. By means 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 elect ron

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 comunicaci6 presentada el dia 15 de desernbre de 1977,
completat amb dades posteriors, fins al mes de desembre de 1978.
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INTRODUCCIO

EI microscopi electronic de transmissi6 (MET) ha comencat a ser

ampliarnent utilitzat en els treballs d'ecolcgia microbiana, tant per a

la identificaci6 dels microorganismes que composen les comunitats

aquatiques 3 com per al coneixement de la seva ultraestructura (Du­
EININA i KUZNETSOV, 1976). L'alt poder resolutiu d'aquest instrument fa

que resulti idoni per a diferenciar totes aque!les estructures ceHulars

que no poden ser detectades -arnb el microscopi optic i per distingir
de manera clara les cellules del material detritic.

Malgrat l'evidencia d'aquests avantatges, el MET ha es ta t poc uti­
litzat en el calcul del nombre total i de la biomassa bacteriana. WATSON
et al. (1977), realitzaren assaigs arnb el MET utilitzant repliques pel
recompte dels microorganismes concentrats sobre filtres de membra­
na i compararen aquests resultats arnb els obtinguts per recompte amb
el microscopi d'epifluorescencia. En el mateix any, BOWDEN (1977)
cornpara els recomptes arnb MET i microscopia d'epifluorescencia. En
arnbdos casos els autors assenyalaren que la microscopia electronica do­
nava una millor precisio en la identificacio de formes i aportava la pos­
sibilitat de poder diferenciar rapidarnent el material detritic. Perc, en

haver de sotmetre les mostres a una serie de manipulacioris previes al
seu examen arnb el MET, es produeixen perdues de material i es

aquest el motiu pel qual els nombres obtinguts en recomptes d'epifluo­
rescencia resulten mes eleva ts.

Recentment, LARSSON et al. (1978) han ernprat en aquests tipus d'es­
tudis tecniques estereologiques, pero els procediments basats en talls
ultrafins del sediment obtingut per centrifugacio de les rnostres son
massa complicats per a ser urilitzats en els estudis ecologies rutinaris.

En aquest treball, hom descriu els bacteris mes abundants trobats
a l'estanyol de Siso (llacuna propera al llac de Banyoles) , descrivint

alguns detalls de la seva ultraestructura. H6m correlaciona la distri­
bucio espacio-ternporal bacteriana arnb els gradients fisico-quimics, a

la vegada que es proposa un metode senzill per calcular el nombre
total i la biomassa bacteriana, el qual metode comporta una minima

manipulaci6 de les mostres a fi d'evitar per-dues.

MATERIAL I METODES

Zona d'est udi

Les poblacions bacterianes estudiades en aquest treball han estat

ail lades d'un petit estanyol rectangular (dimensions 26X20 m; maxima
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Iondaria: 11 m; volum: 3.843 rn') situat a uns 200 m a l'oest del llac

de Banyoles, a prop de la seva zona central. Ha estat anornenat estanyol
de la Ribera Castellana (la qual passa a uns cine metres de la seva vora)
o be estanyol de Siso. Les seves caracteristiques morfornetriques han

estat descrites en un altre article 6. L'aigua es molt rica en sulfhidric

i practicarnent anaerobica durant tot l'any.

Metodes 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 1 de capac i­

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'estanyol.
Per a poder estudiar millor els possibles can vis morfologics i es­

tructurals dels bacteris Iotosintetics vermells del sofre (identificats
al llarg d'aquest treball com a pertanyents al genere Chromatiuin i

es colocaren, a diferents fondaries, peces de polispan d'uns 8 X 8 cm tra­

vessades per una corda, la qual es mantenia tensa mitjancant un pes.
EI liquid retingut ales peces de polispan con tenia una elevada con­

centracio 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
iJ.m de porus. Els filtres es tenyiren amb fucsina acida i blau de metile.

En recolectar les mostres hom va evitar al maxim l'exposicio a l'oxi­

gen i a la Hum. S'utilitza un microscopi Nikon amb objectiu d'immer­

sio, a 1.000 augments.

Recomptes per microscopia electronica de transmissio

Les mostres (de 100 ml) que havien d'esser observades amb el MET

eren centrifugades durant 20 minuts a 8.000 xg. EI sediment obtingut
es resuspenia en 2 ml d'aigua amb NaCl al 0,9 %. Sobre una reixeta «de

trau» coberta amb peHicula de carbo 0 formvar (0,125 g de formvar en

50 mi 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 eis 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 0 dos

minuts. Depenent del nornbre de microorganismes trobats, es fotografia-
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va un determinat nombre de camps, de manera que es pogues donar

un valor estadistic als resultats obtinguts, i s'obtenia la mitjana. EI

nombre total s'obtenia a partir de les dades conegudes de I'area de la

reixeta, area del camp observat i nombre de microorganismes per camp.

Mitjancant una ampliadora era possible diferenciar tipus mortologics
de microorganismes i calcular les seves frequencies relatives.

Ultraesiructura

Hom utilitza el metcde de RYTER-KELLENBERGER 7
per a I'obtencio de

seccions ultrafines; s'afegien 3 ml d'amortidor veronal a 30 ml de Ia sus­

pensio bacteriana; la mescla se centrifugava durant 5 minuts a 18.000 xg.
EI sediment es resuspenia en 1 ml del fixador durant 16 hores a tem­

peratura ambient; despres es diluia en 8 ml de l'amortidor centrifu­

gant de nou. Finalment, el sediment es resuspenia en 0,03 ml d'agar
a l 2 % i un cop fred el bloc format es tallava en porcions de 1 mrn­

aproximadament. Per ales 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 tecnica de GLAUERT i GLAUERT (1958), polimeritzant
els blocs primer a. 50°C i despres a 80 °C. Pels tails 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 metode de REYNOLDS (1963). Les microfotografies elec­

t roniques han estat fetes amb un microscopi Hitachi HU-IL<\ a 75 kV,
amb pellicula fotografica Negralit.

Microscopia electronica de «scanning»

Amb objecte d'estudiar millor la morfologia de les especies domi­

nants, hom Iiltra 20 ml de la mostra sobre filtres Nuclepore de 0,4 IJ-m,
els quaIs van esser sumergits en glutaraldehid al 3 % en amortidor ca­

codilat per espai d'una hora a 4°C. Despres d'una deshidratacio pro­
gressiva en gradients d'acetona, les mostres foren transferides a una

disolucio d'arnilacetat 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 ales microfotografies fou utilitzat un microscopi Stereoscan 180

(Cambridge).

RESULTATS

Els estudis reali tzats a I'estanyol de Siso permeten d'establir l'e­

xistencia clarament diferenciada de dues poblacions dominants de



FIG. 1. - Secci6 ultrafina de Chromatium. minus mostrant

inclusions de poli-�-hidroxibutirat(B), granuls de sofre(S)
i cromatofors (C) repartits pel citoplasma.

.

. .�
FIG. 2. - Micrografia electronica «scanning» mostrant Icellules de Chromatium (ovals grans) i nombroses cellules

de Chlorobium limicola (bacils rectes) i de Chlorobium

IIphaeovibrioides (bacils corbats).

0,5 )M1l

FIG. 3. _ Micrografia electronica de «scanning» de FIG. 4. - Secci6 ultrafina de Chlorobium limicola. S'aprecien

Chromatiurn minus amb altresbacteris epibionts (indicats els «clorosomes» (alguns d'ells indicats per fletxes) densa-

per fletxes) adherits a la paret cellular del primer. ment tenyits i disposats parallelament a la membra-
na citoplasmatica.



FIG. 5. - Morfologia comparada de les dues especies de Chlorobium descrites en el
text. Els bacils rectes que acaben de dividir-se son C. limicola. El bacil corbat (vibri)

es C. phaeovibrioides. (Tincio negativa amb acid Iosfotungstic.)
FIG. 6. - Micrografia electronica d'una mostra d'aigua de l'estanyol de Siso en la que
poden observar-se una cellula de Rhodopseudomonas (RP), quatre de Rhodospirillum.

(RS) i alguns Chlorobium (C). (Tincio negativa amb acid fosfotungstic.)

I
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FIG. 7. - Bacteris fusiforms 0 piriforms de disposicio parallela amb una 0 dues in­
clusions centrals molt denses als electrons. (Tincio negativa amb acid fosfotungstic.)
FIG. 8. - Cellules bacil·lars amples de disposicio parallela trobades en rares ocasions

a l'estanyol de Siso. (Tincio negativa amb acid tosfotungstic.)
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bacteris Iotosintetics: (1) la poblaci6 formada per una sola especie
de la familia Cromatiacies i (2) Ja constituida per dues especies de la
familia Clorobiacies,

EI color de les aigues, verrnelles en determinades epoques de l'any
i verd-negres en altres, denoten la predominancia d'una 0 l'al tra d'a­

questes poblacions. La identificaci6 de les especies ha estat realitzada

per les seves caracterfstiques morfologiques i d'ultraestructura, tenint
en compte l'espectrc d'absorcio dels seus pigments.

Chromat ium minus

L'examen al MET per tinci6 negativa, aixi com les observacions efec­
tuades arnb microscopia electronica de «scanning», revelen que es

tracta d'un bacil ovoide dotat de dos flagels polars. La seva mida es
de 2 !J.m d'amplada i 2,5 a 5 fJ.m de longitud, corresponent aquest
ultirn valor ales fases de divisi6 cellular. Les seccions ultrafines mani­
Iesren I'existencia de vesicules fotosintetiques intracitoplasmatiques
de 40 a 50 nm on es localitzen cis pigments, bacteriocIorofiHa a i ca­

rotenoids de la serie okenona.
En la figura 1 pot observar-se que repartits uniformernent pel cito­

plasma bacteria es troben granuls de sotre de m ida variable molt
densos als electrons (granuls foscos). Segons SCH MIDT et al. (1971) i

NICOLSON i SCH MWT (1971) aquests granuls contenen un 93 % de sofre
elemental,S % de pro teina i 0,6 °It) de lipids. L'estudi de diferents eel­
lules d'una mateixa poblacio, i de diferents poblacions al Ilarg del

temps, posa de manifest que cl nornbre de granuls de sofre es va­

riable.

En la figura 1 s'observa un altre tipus d'inclusions, en nornbre mes

gran (granuls blancs), que hem identificat com de poli-S-hidroxibutirat
mitjancant el metode de BURDON recollit per PELCZAR (1957). El nombre
i rnida d'aquests es tarnbe variable i possiblement depen de l'estat

fisiologic del microorganisme. Ambdos tipus d'inclusions ocupen una

bona part de l'espai citoplasmatic.
L'especie estudiada feu classificada tentativament com a Chroma­

tium minus atenent ales caracteristiques esmentades i al fet de con­

tenir com a pigment carotenoid l'okenona.
La morfologia i mides relatives de Chrornatium minus poden obser­

var-se en les microfotografies obtingudes mitjancant el microscopi
electronic de «scanning» (fig. 2), especialment en relacio ales altres
dues especies dominants a I'estanyol de Sis6. Tal com palesa la figura 2,
les cellules mes grans corresponen a .Chromatium minus, els bacils rec-
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tes petits a Chlorobium lirnicola i les cellules corbades (vibris) a Chlo­

robium phaeovibrioides (vegeu mes endavant).
En un nombre elevat de casos, es detecta adosat a la paret de Chro­

matium un epibiont encara no identificat, de morfologia esferica i lleu­

gerament corbada, i d'una mida que osciHa entre 0,3-0,5 !-Lm de dia­

metre i 0,5-0,8 !-Lm de llargada (fig. 3).

Chlorobium limicola

La tincio negativa en el MET -revela que es tracta d'un bacil d'ex­

trems arrodonits (fig. 4). Te d'arnple 0,6 p.rn, i de !larg 1,5 a 2,5 !-Lm
les cellules individuals i 3,9 a 4,3 urn les cellules en divisio. No presen­
ta flagels i freqiientment forma cadenes. Els taIls ultrafins indiquen
l'existencia de «clorosomes» (vvesfcules de Chlorobiurn»}, amb mem­

branes no unitaries de 30-120 nm disposades parallelamen t a la mem­

brana citoplasrnatica: entre ambdues classes de membranes sernbla

no haver cap connexio. DELZE i DREWS (1971) indiquen que la disposi­
cia d'aquestes estructures, aixi com la seva forma, son bastant cons­

tants, i per tant el seu estudi te valor taxonomic. Dins d'aquestes ve­

sicules tipiques es troben eis pigments fotosintetics: bacterioclorofil­

la c i carotenoids derivats del y-carote (clorobacte). Segons han demos­

trat BROCH-DuE et al. (1978) la mida d'aquestes vesicules varia en fun-

cia de la intensitat de Hum rebuda.
.

Chlorobium phaeovibrioides

Les cellules individuales son corbades, en forma de vibri, arnb una am­

plada mitja de 0,8 !-Lm i una lIargada de 1,43 !-Lm. La figura 5 mostra la

morfologia d'aquesta especie comparada amb C. limicola. Els pigments
clorofiHics corresponen a bacterioclorofiHa d, pero els carotenoids son

derivats del �-carote (iso-renierate), Les microfotografies tarnbe revelen

l'existencia de clorosomes. Ambdues especies de Chlorobiurn son gram­

negatives, immobils, sense granuls de sofre i viuen en ambients anae­

robis en aigiies que. continguin una elevada concentracio de H2S
i exposades a la !lum.

Volum cellular

A la taula 1 es presenta el volum promig de cadascuna de les tres

especies dominants esmentades. Han estat calculats suposant una forma

aproximada de cilindre tancat per dos serniesferes.
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TAULA 1. - Dimensions promig de les tres especies bacterianes dominants
a l'estanyol de Siso

Arnplada Longitud Volumen
(urn ) (urn) (urn )

Chromatium minus 2,50 3,50 25,36

Chlorobium limicola 0,62 2,41 0,84

Chlorobium phaeovib rio ides 0,44 1,88 0,32

Altres especies identijicades

De manera ocasional, i sernpre 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 Rhodopseudornonas i Rhodospirillum. En la fotografia 6 s'observa
una cellula de Rhodopseudornonas (RP), de morfologia de bacil ovoidal

ample i molt densa als electrons, a mes de quatre Rhodo spirillum (RS),
allargats, amb inclusions multiples i menys denses als electrons. [En la
mateixa fotografia hom pot veure diferents Chlorobium. (C)]. Les eel­
lules de Rhodopseudomonas son bacils ovoidals de 0,6-0,9 (.Lm d'ample
i 1,2-2 (.Lm de llarg; presenten reproduccio tipica per gemes i els pig:
ments (bacterioclorofiHa a i carotenoids) estan allotjats en lamelles.

Rhodospirillum te cellules corbades 0 espiralades de 0,4 X 4 (.LD1 amb
bacterioclorofiHa a i carotenoids.

Microorganismes no identijicats

Cap al mes d'octubre de 1977 hom troba a la superficie de l'esta­

nyol de Siso grups de bacteris fusiforms 0 piriforms formant una dis­

posicio parallela caracteristica (fig. 7). Les cellules individuals tenien
una amplada de 0,4 (.Lm i una longitud de 1,7-3,5 (.Lm. Al setembre del
mateix any havien estat detectats grups de cellules baciHars ampies
de 0,6 (.Lm d'amplada i 5,3 (.Lm de longitud disposades tarnbe paral­
le lament (fig. 8). Cal destacar l'analogia d'aquest ultim grup amb el
descrit per CALDWELL i TIEDJE (1974) a l'hipolimnion de dos llacs de

Michigan.
-

Per ultirn, hom ha trobat en diferents ocasions cellules quasi esfe­

riques com a constituents importants de la poblacio bacteriana.
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Recompt es bacterians i estima de la biomassa cellular

Els recomptes realitzats per microscopia optica i electronica de

transmissio de les mostres obtingudes a 0,5 m de fondaria s'indiquen a

la taula 2.

TAULA 2. - Recomptes comparat ius entre rnicroscopia optica (MO) i electronica de
transmissi6 (ME) de les tres especies bacterianas predominants a l'estanyol de Sis6.
Les dades (nombre de cellules per mililitre) corresponen a mostres preses a 0,5 m

de Iondaria en quatre epoques del cicle annual.

Especie Hivern Primavera Estiu Tardor

(28-2-78) (20-5-18) (23-8-78) (18-11-78)
MO ME MO ME MO ME MO ME

Chromatium
minus 4,1 x 10' 2,6xlO' 3,1 x 105 1,8 X 10' 1,9x 10' 1,4x 10' 1,5 x 105 3,5x 105

Chlorobium
limicola 9,7xl()5 1,5x 105 8,6x107 1,9x 10' 5,6x 107 1,8 x 107 5,1 X 10' 2,4x 10'

Chlorobium
phaeovib rio ides 2,Ox lOS 6,6x lOS 3,1 x 10' 5,8xl05

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 introduccio, pot
esser degut a la manipulaci6 rnes complexa de les mostres. Malgrat
aquest inconvenient, es obvi que el gran poder resolutiu del micros­

copi electronic permet calcular les frequencies relatives de les diferents

especies observades amb una mes gran precisio.

DrSCUSSIO

Els estudis portats a terme de manera sistematica al llarg de dos

anys a l'estanyol de Sis6 posen de manifest que la distribucio de les

poblacions bacterianes obeeix a la var iacio dels principals parametres
fisico-quimics. D'acord amb GUERRERO i ABELLA (1978), els dos generes
de bacteris fotosintetics dominants segueixen estrategies diferents.

Aixi, Chromatium, pel fet de ser capac de desplacar-se molt activa­

ment, pot bus car dins la columna d'aigua la situaci6 idonia referent
a concentracio de H2S i intensitat de llum. Chlorobium, degut a la seva

irnmob ilitat, necessariament ha d'adaptar-se als canvis de concentracio
de H2S i intensitat de llum. Chromatium predornina quan la concen­

tracio de H2S esta situada entre 2-40 mg/l; Chlorobium es dominant

quan la coricenrracio de H2S es superior a 50 mg/I.
Els recomptes efectuats amb el microscopi electronic han permes

una millor precisio en la identificacio de les especies dominants. Els

valors donats indistintament per a Chlorobiurn pel microscopi optic
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han estat desglosats d'una manera mes especifica per microscopia elec­
tronica. Igualment, per aquest ul tirn procediment hom ha avaluat po­
blacions que en deterrninats moments arribaren a ser part important
de la poblacio bacteriana, pero que per la seva escasa concentracio
no van ser de tecta des per microscopia optica. Aixi mateix, la presencia
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
paden exercir sabre les poblacions naturals. Fnalment, es factible de

realitzar acuradament la deterrninacio del volum mig de les especies
amb objecte de calcular la biomassa bacteriana.

Com a dificuI ta ts annexes a Ia microscopia electrcnica. assenyalem
Ies que fan referencia a l'obtencio i preparacio de Ies rnostres, les

quaIs incIouen (1) recolleccio, (2) fixacio i (3) tincio:

(1) EIs millors resultats han estat obtinguts recolIectant les rnos­

tres protegides de Ia lIum i de I'oxigen i conservant-Ies a 4 °C fins a

Ia seva uti litzacio. D'aquesta mane ra s'evita la tendencia observada
en Chromatium minus de formar agregats, la cual cosa dificulta tant

el recompte poblacionaI com Ia identiticacio de la resta d'especies,
Ignorem si l'esmentada tendericia esta provocada pels colorants emprats
en microscopia electronics. 0 be es tracta d'una proteccio a Ia Ilum 0 a

la tensio d'oxigen, ja que en principi les mostres eren exposades a

aquests factors en esser tractades per a la posterior observacio.
La perdua de rnotilitat i la conseglient forrnacio d'agregats embo­

licats en lIims, propia de Chromatium quan les condicions li son ad­

verses, ha estat descrita per PFENNIG (1967).
(2) Les fixacions habituals arnb forrnaldehid provoquen frequent­

ment precipitats de dificil eliminacio. Per tant, proposem una rapida
preparacio de les mostres que eviti qualsevol tipus de fixacio.

(3) Les tincions amb acid Iosfotungstic al 1 % (pH 7,2) donen

imatges rnes contrastades i revelen en ocasions inclusions internes.
L'acetat d'uranil dona pitjors resuItats, sobretot en esser utilitzat per a

la identificacio de poblacions de Chromat ium, les quaIs apareixen com

a masses denses als electrons de dificil caracteritzacio.

Pels tails ultrafins, el metcde de RYTER-KELLEMBERGER, utilitzant
amortidor fosfat, revela amb millor nitidesa les estructures internes.
La tincio deIs talls amb citrat de plom durant 20 minuts fou insuficient

per a contra star clarament les vesicules de Chlorobium. En canvi,
l'absencia d'aquest colorant no impedi que quedessin contrastades la

paret i vesicules fotosintetiques de Chromatium.
De tot el treball exposat, hom conclou que les tecniques de micros­

copia electronica aplicades als estudis de les aigiies naturals permeten
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tant una millor caracteritzaci6 de les especies com un roes ampli co­

neixement de la seva ultraestructura. Els treballs previs sobre la in­

fluencia que els parametres fisico-quimics tenen sobre la dinarnica

poblacional podran ser completats arnb l'estudi dels canvis haguts a

nivell estructural. En conseqirencia, la microscopia electronica aporta
una nova visi6 que amplia el camp dels actuals coneixements de l'e­

cologia bacteriana.
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