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ABSTRACT

EFFECT OF LIGTH QUALITY AND INTENSITY ON THE GROWTH OF GREEN SULFUR BACTERIA
IN AN EXPERIMENTAL COLUMN

This study was made using two experimental semicolumns of 130 cm long. One semicolumn was used as control and the
other with an actinic light filter. Both semicolumns were equipped with a temperature control of water and a system to
introduce sulphide in the bottom layers of the water column. Hence the laboratory column represents an ecosystem similar
to the water column of many lakes, and allows the study of competence between C. limicola and C. phaeobacteroides,
species of Green Sulphur-bacteriain relation to controlled light conditions.

The main difference between both semicolumns was the incident light. Every one were illuminated from above using a lamp of 40
W with an incident radiation of 30.3 iE m2 s! The other semicolumn had an actinic light filter of 1 M CuS0, between the lamp and the
water column. The initia radiation measured was 5.1 pE m? s

The quality and intensity of light from both columns determine the differential growth of Green Sulphur bacterial populations. The
ligth intensity could determine the high concentration of photosynthetic pigments in the control semicolumn (550 pg/l Belor-c and €)
in relation to 325 pg/l Belor-c and e measured in the semicolumn with actinic filter. In the column with actinic filter the brown
population of C. phaeobacteroides was enriched 10 cm above in the water column (90 cm depth) than the control semicolurnn where

the plate of bacterial population was situated at 100 cm depth showing the effect of higher ligth intensity.

INTRODUCCION

Laluz es lafuente de energia paralas bacterias fototré6-
ficas del azufre. Laintensidad de luz determina el nimero
de fotones que llegan a una determinada profundidad en
una columna de agua; mientras que la calidad de luz de-
pende del espectro de luz. Es la calidad de luz quien con-
diciona la energia de los fotones y facilita la excitacion de
las moléculas de bacterioclorofilay pigmentos accesorios
de la fotosintesis (KIRK, 1979). La radiacién solar y la
iluminacion presente en determinadas capas anaerdbicas
de lagos ha sido relacionada con la presencia de las bacte-
rias fototréficas del azufre (ABELLA, 1982; VILA, 1992).
La concentracién de poblaciones de bacterias fototréficas
del azufre depende de la concentracion de sulfhidrico en
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condiciones no limitantes de luz (VAN GEMERDEN,
1981, 1987).

En este estudio se cuantifica la importancia de la ilumi-
nacién en el desarrollo de poblaciones de Clorobiéaceas,
Chlorobium limicola y C. phaeobacteroides en una colum-
na experimental de laboratorio. Se focaliza en el estudio
de: (1) -el efecto de lacalidad y intensidad de laluz en re-
lacién a la competencia entre poblaciones de Chlorobium
limicola y C. phaeobacteroides y (2) -determinar el efecto
ecofisiologico producido por diferencias de iluminacion
en las poblaciones de bacterias verdes del azufre.

MATERIAL Y METODOS

El estudio se ha realizado en una columna de laborato-



rio de 130 cm de largo por 11 de didmetro dividida en dos
mitades. Esta columna experimental ha sido descrita pre-
viamente por PIBERNAT et al. (1992), pero ha sido modi-
ficada con la finalidad de obtener dos semicolumnas. La
iluminacion se ha realizado con una bombilla de 40 W si-
tuada 25 cm por encima de la columna. A una mitad de la
columna se ha colocado un filtro actinico de CuSO, (IM)
mientras que la otra mitad ha sido utilizada como control.
Ambas semicolumnas fueron llenadas con medio de culti-
vo Pfennig (pH 6,7) para bacterias fototréficas y se ha
inoculado un volumen determinado de una mezcla al 50%
entre cultivos de C. limicola y C. phaeobacteroides al ini-
cio del estudio (Fig 1).

El espectro de luz de labombilla de 40 W utilizada para
este estudio (Fig 2) manifesta un enriquecimiento en la
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FIGURA 1.- Esquema de las semicolumnas utilizedas para el presente
estudio. Se divide la columna en dos mitades para poder disponer de
unade control.

FIGURE 1.- Schematic representation of the experimental column used
in this work.
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FIGURA 2.- Representacion de |os espectros medidos en la bombilla
de 40 W (A), iluminacion que recibia la columna control y la columna
con filtro actinico deluz (B).

FIGURE 2.- Spectral distribution of ligth in both semicolumns used in
this work.

banda del infrarrojo, de 500 a 1100 nm. El PAR inicial-
mente medido es 30,3 pE m?s'! con una intensidad de luz
de 817 lux. El filtro actinico presenta un espectro mas es-
trecho que comprende longitudes de onda entre 450 y 600
nm. El PAR inicial medido esde 5,1 pE m?s'y laintensi-
dad de luz de 88,7 lux.

Latemperaturay conductividad del agua han sido medi-
das con un termometro T-637 y conductivimetro 523 Cri-
son8 respectivamente. La intensidad de luz ha sido medi-
da utilizando un luxémetro Megatron. La concentracion de
sulfhidrico se ha medido utilizando el método del azul de
metileno (PACHMAYER, 1960). El pH fue medido con
pHmeter Crison® 506 y el potencial de 6xido-reduccion
con un electrodo de Pt Metrom 6.0401.100. Los pigmentos
fotosintéticos y la concentracion de azufre (S") han sido
cuantificados utilizando el método descrito por MONTE-
SINOS (1982).
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FIGURA 3.- Relacion entre el porcentaje relativo entre C. phaeobacte-
roides y C. limicola con la relacion entre la concentracion de bacterio-
clorofila e/c.

FIGURE 3.- Relation between percentage of C. phaeobacteroides and
C. limicola and Bchl elc concentration.

Para calcular el porcentaje entre poblaciones de Chloro-
bium limicola y C. phaeobacteroides en la columna se ha
realizado una recta de calibracion con cultivos de labora-
torio. En la Fig 3 se representa la recta de calibracién ob-
tenida a partir de la relacién entre concentraciones de pig-
mento-fotosintéticos al mezclar ambas poblaciones.

La relacion utilizada se basa en la concentracion de los
pigmentos fotosintéticos de ambas poblaciones, bacterio-
clorofila-e y ¢ con un r? de 0,9789;:

Conc. Bchlor-¢/Bchlor-¢ = 0,190-0,009 (% C. phaeo-
bacteroides)

% C. limicola = 100 - (% C. phaeobacteroides)

RESULTADOS

Los dos parametros que determinan la presencia y con-
centracion de poblaciones de bacterias fototréficas del
azufre en condiciones naturales son la calidad e intensidad
de luz y la concentracion de sulfhidrico. En este estudio se
pretende determinar el efecto de lailuminacién por lo que
se han mantenido constantes los niveles de H,S en ambas
semicolumnas. La concentracion de sulfhidrico se repre-
senta en la Fig 4. La méxima concentracién de H,S medi-
daes de 750 pM.

El desarrollo de las poblaciones de bacterias fototréfi-
cas del azufre se ha medido en base a las concentraciones
de pigmentos fotosintéticos, Bchlor-e y isorenierateno pa-
ra determinar presencia de C. phaeobacteroides; y Bchlor-
c y clorobacteno para C. linmicola. En laFig. 5 se repre-
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FIGURA 4.- Representacion espacio-temporal de la concentracion de
sulfhidrico medido en ambas semicolumnas (columna filtro y columna
control) alo largo del estudio. No se observan diferencias importantes
para determinar un crecimiento diferencial de las poblaciones de Cloro-
bidceas.

FIGURE 4.- Time course of sulfide concentration in both semicolumns.

senta la relacion espacio-temporal de la concentracion de
pigmentos fotosintéticos en ambas columnas.

La Bchlor-e se representa en las Figuras 5a y 5b indi-
cando la concentracion de C. phaeobacteroides en la se-
micolumna control y en la semicolumna con filtro. Se ma-
nifiesta una disminucion alo largo de todo el estudio en la
semicolumna control con plate entre 85y 110 cm de pro-
fundidad. La maxima concentracién se presenta al inicio
del estudio con 150 pg/l. En la semicolumna con filtro de
luz (Fig 5b) se observa un enriquecimiento de Bchlor-e
entre los 80 y 100 cm de profundidad con maximo anali-
zado al final del estudio de 125 pg/l.

En laFig. 5¢ y 5d se representa la relacion espacio-tem-
poral de la concentracion de Bchlor-c en las semicolum-
nas, filtro y control. La concentracion de C. limicola pre-
senta una alta concentracion (400 pg/1) al inicio del
estudio entre los 70 y 100 cm de profundidad en la semi-
columna control. Finalmente, se estabiliza la poblacién en
los 150 pg/1 de Bchlor-c.

En la semicolumnafiltro, la concentracion de C. limico-
la selocalizaentrelos 80y 90 cm de profundidad con va-
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FIGURA 5.- Representacion espacio-temporal de la concentracion de pigmentos fotosintéticos, Bclor-e representa a C. phaeobacteroides y Bclor-¢ aC.
limicola. Fig. 5ay Sc representan el comportamiento de ambas poblaciones en la columna de control, mientras que las representaciones 5b y 5d perte-

necen alacolumna con filtro actinico.

FIGURE 5.- Time-depth distribution of bactenochlorophyll concentration in both semicolumns.
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FIGURA 6.- Representacionespacio-tempora de la concentracion de azufre ele-
mentd (S') medidoen ambas semicolumnas, la control (superior) y la.con filtro ac-
tinico (inferior). Se observa una mayor concentracionde azufre dementd en la co-
lumnacontrol alo largode todoel estudio.
FIGURE6.- Time course representationd elemental sulfur (S°) concentrationmea-
sured in column-control (upper) and column with actinicfilter (bottompar).

lores de 200 ug/t de Bchlor-c. El plate en esta columna se
estrecha en una zona comprendida entre los 70 y los 85
cm de profundidad.

En la Fig. 6 se representa la relacion espacio-temporal
de la concentracion de S° en las columnas control y filtro.
En la columna control, la maxima concentracién medida
es de 7 pg/ml de S° localizada en el fondo de la columna
al inicio del estudio, mientras que en la columna con fil-
tro, los valores obtenidos son inferiores, el maximo es de
6 pg/ml. El S° producido por la fotosintesis de estas po-
blacionesy por la oxidacién quimica del sulfhidrico, sedi-
menta al fondo de la columna al no haber ningln sistema
de agitacion.

DISCUSION

En nuestro estudio, lailuminacion se caracteriza por un
enriquecimiento en la banda del infrarrojo del espectro de
emision siendo esta luz répidamente absorbida por la co-
lumna de agua. Esta caracteristica obliga a las poblaciones
de bacterias fotosintéticas del azufre a captar la luz a tra-
vés de los sistemas de carotenos. La absorbancia in vivo
de la bacterioclorofila-c estd en los 745 nm, mientras que
la Bclor-e esta alrededor de los 725 nm fuera del limite
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FIGURA 7.- Representacion espacio-tempora del porcentagje relativo de la poblacion de C. phaeobacteroides (zona tramada) en relacion a C. limicola
en las semicolumnas control y con filtro actinico. Se observa que en la columna control, el porcentaje se mantiene alrededor del 50% entre ambas po-
blaciones, mientras que en la columnacon filtro se manifiesta un enriquecimiento de la poblacion de C. phaeobacteroides.

FIGURE 7.- Time-depth representation of C. phaeobacteroides percentage in the mixed population in both semicolumns. In the column with actinic fil-

ter the percentage increases in relation to control.

del espectro de luz que deja pasar €l filtro actinico.

La intensidad de luz en la columna control es un 20 %
superior lo cual permite el crecimiento en competencia
por el sulfhidrico de las dos poblaciones, asi se mantienen
en un porcentaje del 50% las dos.

En la Fig. 7 se representa el porcentaje de la poblacion
de C. phaeobacteroides y C. limicola a lo largo del estu-
dio en ambas semicolumnas experimentales. Estos resulta-
dos han sido obtenidos, previa calibracion con cultivos de
laboratorio, en base a la recta de calibracion (ver Material
y Métodos) utilizando | os pigmentos fotosintéticos. El mé-
ximo porcentaje de la poblacion de C. phaeobacteroides

es 67,7 % en la columna con filtro localizado a los 77 cm
de profundidad. En la columna control se mantiene en un
50,2 % de C. phaeobacteroides con maximo localizado a
los 100 cm de profundidad.

L os resultados obtenidos indicarian que la reducci6n en
el espectro de emision en la columna con filtro actinico
favorece el crecimiento de la poblaciéon marrén, C. phaeo-
bacteroides frente a la poblacion verde de C. limicola. El
maximo de absorbancia del isorenierateno, C. phaeobacte-
roides (473-524 nm) se encuentra en la zona media del es-
pectro de luz que atraviesa el filtro actinico, mientras que
el maximo de concentracion del clorobacteno (C. limicola,



TABLA 1.- Resumen de las caracteristicas estudiadas entre la columna control y la columna con filtro de luz en relacion a desarrollo de Clorobiacess.
TABLE 1.- Summary of the characters studied in both columns (control and with actinic filter) in relation to growth of green sulfur bacteria.

Caracteristicas Filtro Control
Porcentaje medio poblacion C. phaebacteroides (%) 67,1 50,2
Porcentaje medio poblacion C. limicola (%) 324 49,8
Prof. media méx. produccion S° (cm) 85,0 100
Tiempo generacion C. phaeohacteroides (dias) 1.8 9.3
Tiempo generacion C. limicola (dias) 7.9 29
Prof. media méximo Bchlor-e (cm) 90 90
Prof. media méximo Bchlor-c (cm) 85 94

458 nm) se localiza en la zona extremo del espectro de luz  BIBLIOGRAFIA

que atraviesa el filtro.

En latabla 1 se representa el resumen de las caracte-
risticas analizadas en el presente estudio. La calidad de
la iluminacion parece determinar el crecimiento dife-
rencial entre poblaciones de Clorobiaceas. El filtro acti-
nico favorece la poblacion de C. phaeobacteroides en
relacion aC. limicola. La intensidad de luz no tiene este
caracter discriminatorio pero una reduccién del 20% en
la intensidad de luz inicial favorece que el maximo de
actividad fotosintética se localize unos 10 cm por enci-
ma en la columna de agua. La concentracion de S° es
inferior en la columna con filtro posiblemente relacio-
nada con la menor intensidad de luz en esta columna de
agua.

La competencia entre C. limicola y C. phaeohacteroi-
des se produce en relacion a la concentracion de sulfhi-
drico y por las longitudes de onda capaces de poner en
funcionamiento el sistema fotosintético. Por lo que la
calidad de luz (y no laintensidad de luz) en nuestro sis-
tema experimental en el que la concentracion de sulfhi-
drico no es limitante para su desarrollo, es quien deter-
mina el enriquecimiento de una determinada poblacién
de bacterias verdes del azufre. Un estudio mas detallado
en el laboratorio con la utilizacion de lafibra éptica co-
nectada a un espectrorradiometro nos daria mas infor-
macion acerca del espectro de luz por el que compiten
ambas poblaciones de bacterias Clorobiéaceas.

El filtro actinico, en condiciones naturales, actlia co-
mo una columna de agua de caracteristicas parecidas a
la columna de agua del lago de Banyoles (VILA, 1982).
Con este trabajo se aporta mas informacién en relacion
ala ausencia de poblaciones de C. limicola en dicho la-
go de Banyoles (Girona).
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