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SUMMARY

The amount of studies on the bacterial activity in the sulphur cycle has been in-
creasing as sulphatereducing activity been accepted as an indicator of the envi-
ronment capacity of assimilation of organic supplies either natural ones, or due to
man-pollutant activities.

After 3 years of sampling at the Spanish coasts we have observed relatively high
sulphate-reducing activity. This 1s specially important in the gulf of Valencia, where
some zones happen to be in a difficult situation as the environment is unviable to
assimilate the organic and inorganic pollutants. The strong relationship of sulphate-
reductants with the presence of organic matter (source of energy) has been shown in
this study, and a new aspect of the S-R activity related to organic aggregates, suspended
in oxygen rich water, has been introduced and discussed.

INTRODUCCION

El estudio del ciclo del azufre en el marco del programa Estudio Ocea-
nogréfico de la Plataforma Continental ha tenido un especial relieve dentro
del contexto microbioldgico. En su inicio se planteé como la determina-
cién de un grupo fisiolégico que permitiria definir, junto con los otros es-
tudiados, unas caracterfsticas determinadas del ecosistema. Pero a lo largo
de las 9 campaiias realizadas desde 1980 a 1983 se ha visto que el ciclo
del azufre es capaz, por si solo, de dar informacidn sobre el estado del eco-
sistema y de intervenir en los procesos de transferencia energética, de ma-
nera significativa, en el ciclo general de mineralizacién de la materia or-
génica.
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El azufre es uno de los elementos més abundantes en la hidrosfera
donde se encuentra casi en su totalidad en forma de sulfatos. Los iones
sulfato constituyen alrededor del 7 % de las sales marinas (2,65 mg/l) vy,
considerando al azufre como elemento constituyente de la materia orgénica,
es el metaloide mds abundante después del C, O, Hy N.

El sulfato entra a formar parte de los ciclos vitales por dos vias igual-
mente importantes y esencialmente distintas:

a) Via asimilativa por la que el azufre pasa a formar parte de dcidos
organicos, aminodcidos y dando sulfuros alifdticos a lo lalgo de
su metabolismo.

b) Via respiratoria por la cual el ion sulfato funciona como aceptor
de electrones en ausencia de oxigeno disuelto. Durante este proceso
el metabolismo bacteriano sélo aprovecha el oxigeno, de forma
que queda un ion sulfuro como producto residual de la respira-
cién, que sa desprende en forma de SH: o de sulfuro de algin me-
tal (comtinmente de hierro) (Posgate, 1959).

De las dos vias de utilizacién del sulfato, la respiratoria o desasimilativa
es la, que incide de manera mds directa sobre el ecosistema que nos ocupa,
ya que el hecho de la produccién de sulfuros es capaz, por si mismo, de
cambiar las condiciones fisico-quimicas del ambiente.

La incorporacién de materia orgdnica en un sistema ya sea natural (por
fotosintesis del fitoplancton) o artificial (aporte de aguas urbanas o indus-
triales) provoca un consumo de oxigeno utilizado durante los procesos de
mineralizacién que, normalmente, se ve compensado por la produccién de
oxigeno por fotosintesis y por la difusion de este gas desde otros sistemas
contiguos y desde la atmdsfera. Cuando el aporte orgdnico es muy abun-
dante y continuado, los procesos de consumo de oxigeno no llegan a equi-
librarse con los de produccién y difusién y el sistema entra en fase anaerobia.
En este momento la microbiocenosis pone en marcha los equipos enzimai-
ticos adecuados para aprovechar el oxigeno que forma parte de moléculas
de compuestos inorgdnicos, especialmente NOs;, NOz, SO~y COs. Esto se
logra mediante la actividad de especies bacterianas capaces de desarrollar
ambos metabolismos seglin sean las condiciones del medio, o por cambios
dentro de la estructura de la poblacién, de manera que bacterias anaerobias
que hasta este momento permanecian aletargadas se hacen dominantes ocu-
pando el sitio de aerobias que pasan a un segundo término. Por lo general
los procesos de reduccidn desasimilativa del sulfato se producen en el se-
dimento, ya que aqui los fenémenos de difusién de oxigeno son mds lentos
que en el agua. Sélo en ambientes muy particulares se han descrito fené-
menos de anaerobiosis en el agua de mar; entre ellos cuentan la fosa de
Cariaco en el Caribe (Castellvi, 1981), algunos fiotdos de Noruega y Mar
Negro (Castellvi, 1975). A pesar de lo que se acaba de exponer, durante el
trabajo que nos ocupa, se planted el estudio de la sulfatoreduccién en agua
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y sedimentos. Uno de los autores tenia experiencia de haber encontrado
poblaciones sulfatorreductoras en aguas atlénticas de la costa africana (Cas-
tellvi, 1978) y, si bien su interpretacién no era definitiva, el hecho venia
apoyado con la teorfa de algunos autores (Bonsang y Lovelock) sobre la
posibilidad de produccién de sulfuros voldtiles en aguas superficiales del
océano y que ellos encontraban en la atmdsfera.

En el capitulo de discusién se pondrd de manifiesto la importancia de
esta decisién que, junto con el intento de servirse de la actividad sulfato-
rreductora del sedimento costero como indice de deterioro del litoral, ha
sido lo mds relevante del programa de microbiologia.

Los resultados que mds adelante se comentardn han sido obtenidos de
muestreos realizados en la plataforma continental mediterrdnea desde Sa-
gunto a Tarifa. Este litoral ha sido dividido en tres zonas y muestreado
tres veces al afio en sendas campaias oceanogréificas. A saber:

— Zona de Sagunto a Cabo San Antonio:

Plataforma I (Febrero/1980)
Plataforma V (Junio/1980)
Plataforma VI (Agosto/1980)

— Zona de Cabo San Antonio a Cabo Tifioso:

Plataforma VIII (Abril/1981)
Plataforma X (Julio/1981)
Plataforma XI (Julio/1981)

— Zona de Cabo de Gata a Tarifa:

Plataforma XII (Enero/1982)
Plataforma XIII (Abril/1982)
Plataforma XIV (Septiembre/1982)

En la figura 1 se muestra una panoramica de la situacién de las esta-
ciones estudiadas que en total han sido 68.

MATERIAL Y METODOS

El método utilizado para el estudio del ciclo del azufre es comin con
el empleado para todos los grupos fisiolégicos bacterianos. El gran problema
en el estudio de la bacteriologia marina es la baja concentracién bacteriana
de las muestras de agua, de manera que la metodologia comin que se usa
para suelos y sedimentos, basada en la dilucién de las muestras, aqui no es
aplicable. Con el fin de determinar la actividad potencial de la poblacién
en un tiempo lo mds breve posible, se ha procedido a concentrar una mues-
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Fig. I. Situacion de¢ las 68 estaciones estudiadas.
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tra de gran volumen (250 ml) sobre una membrana filirante estéril de
0,45 » de didmetro de poro. Esto presenta la doble ventaja de concen-
trar la poblacién y eliminar el agua cuya composicién quimica es, en
principio, desconocida y variable con la posibilidad de que la presencia
de determinados compuestos puedan interferir el desarrollo de la poblacién
y por tanto la fiabilidad de los resultados (Castellvi, Amengual y Cano,
1981). Estos filtros se incubaron en viales con 25 ml de medio de cultivo
especifico, durante 10 dias a 28° C en condiciones aerobias en la sulfooxi-
dacién y anaerobias en la sulfatorreduccién. Los medios utilizados han sido:

Sulfatorreduccién

NH,CI . . . . . 1 g
CaSO . . . L 1 g
K:HPO, - . oL 0,5 ¢
MgSOJ . . . . . . . . . . N 1 £
Lactato sédico . . . . . . . . 35 ¢
NaCl o o . o o 0 20,0 g
Agua destilada . . . . . . . 1.000 ml pH =75
Sufooxidacién
(NH,J)ZSOJ N . . . . . . . 5 . 0,1 g
KzHPOq . . . . . . . . . . 4,0 g
KH.PO, . . . . . . . . . . 40 g
MgSO.7HO . . . . . . . . . 0,1 ¢
CaCl e e e e e e 0,1 g
FeClh6H:O0 . . . . . . . . 0,02 g
MnSOHHzO . . . N . . . . . 0,02 g
NaszOJ,ngO . . . . R . . . 1.0,0 g
NaCl . . . . . . . 30,0 ¢
Agua destilada . . . . . . . 1.000 ml pH =70

Las muestras se filtraron e incubaron inmediatamente después de subirlas
a bordo. Para los sedimentos se preparé una dilucién de un volumen conoci-
do y se sembraron los medios de cultivo con dos mililitros de la suspensién
homogeneizada que equivalia aproximadamente a 0,5 g de sedimento. Los
resultados se han referido a peso seco del sedimento.

Ante la imposibilidad de obtener todos los resultados durante la cam-
pafia oceanogriafica, al terminar el perfodo de incubacién se fijaba la acti-
vidad bacteriana por congelacién a —20° C. Una vez en el laboratorio de
tierra se descongelaron y se valoré la actividad potencial de la sulfatorre-
duccién midiendo los sulfuros formados por titulacién con 1, (0,001 N).
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Esta actividad se ha expresado en pg S/1/dia en el agua y por dia
en el sedimento. Para sulfooxidacién se ha procedido de la misma forma.
Aqui el sustrato oxidable es el tiosulfato, de manera que la medida de la
actividad potencial se ha realizado valorando la desaparicién del tiosulfato
que inicialmente contenfa el medio. Estos valores se han expresado en
mg S oxidado/1/dia y por gramo y por dia en el caso de los sedimentos.

Esta metodologia se ha mantenido sin cambio alguno a lo largo de las
nueve campafias que ha comportado el proyecto. Unicamente durante la
campana Plataforma XIV, y por motivos que se justificardn en la Discu-
sién, se ha procedido a una prefiltracién de la muestra a través de mallas
cuya luz estaba comprendida entre 20 y 50 u. Esto permitié separar los
agregados de materia orgdnica detritica cuyas dimensiones fueran superio-
res al paso de la malla. El cultivo de estos concentrados se hizo en iguales
condiciones que las descritas para la sulfatorreduccion.

DISCUSION

Para el estudio del ciclo del S en la plataforma continental es nece-
sario separar los resultados obtenidos en el agua de los del sedimento ya
que la problemética que presenta cada uno de estos medios es de muy
distinta significacién.

Sedimento

Segiin lo expuesto en la introduccién se comprenderd que la difusion
de 6xigeno es tanto mayor cuanto mayor sea el tamafio de las particulas
que forman el sedimento. Por tanto, a igualdad de aporte organico, se
establecerdn condiciones anaerobias mds rdpidamente cuanto mds finas
sean las particulas. Esta consideracién es esencial al enfrentarse con el
estudio de la sulfatorreduccién de un sedimento.

En la plataforma continental estudiada nos encontramos con caracte-
risticas sedimentarias muy distintas. Asf, la zona que va de Sagunto a
C. San Antonio se caracteriza por un sedimento con particulas extraor-
dinariamente finas que le confieren una consistencia compacta. De C. San
Antonio a C. Tifioso domina la arena e incluso la grava y cascajo y del
C. de Gata a Tarifa el fondo es rocoso en su mayor parte, de manera que
no se ha podido hacer un estudio sistemdtico como en el resto.

En los esquemas de las figuras 2 y 3 se sintentizan los valores de la
actividad sulfatorreductora hallada en el sedimento de las dos zonas en
las tres épocas del afio estudiadas. Se observa que, en general, hay acti-
vidades mds elevadas en la zona de Valencia que en la de Alicante, lo
cual era de esperar teniendo en cuenta la granulometria del sedimento.
Como comportamiento general se observa que la actividad sulfatorreduc-
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tora en la zona de Valencia es méxima en invierno, minima en primavera
y en verano se produce un aumento que probablemente llega a cerrar el
ciclo con el mdximo invernal. Llama la atencién el que no coincide con los
ciclos de produccién fitoplancténica, pero hay que tener en cuenta que se
trata de actividades en el sedimento y, por tanto, que hay un factor de dis-
torsién en el tiempo por la velocidad de sedimentacién de la materia or-
gdnica que depende de la profundidad de la estacién estudiada y de la
eficacia de las corrientes en el transporte de las particulas orgénicas.

SAGUNTO El E2 E3 E4

Invierno 1569 1089 509 1294
Primavera 59 67 489 46
Verano —N 1103 404 1545
VALENCIA E5 E6 E7 E8

Invierno 1576 747 759 823
Privamera 2246 123 37 414
Verano 2339 . 137 1496 400
ALBUFERA E9 E10 Ell E12
Invierno 1114 724 712 719
Primavera 1023 325 489 79
Verano 687 175 216 541
Rio Jucar E13 El4 El5 El6
Invierno 1032 606 1450 1098
Primavera 2399 597 —_— 201
Verano 1082 144 85 24
GANDIA E17 E18 E19 E20
Invierno 2439 1044 1229 1349
Primavera 1770 567 468 50
Verano 1603 622 399 1679

Fig. 2. Valores de la actividad sulfatorreductora en los sedimentos de la zona de
Valencia, expresados en ug de S /g/dia.
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C. S. ANTONIO El E2 E3 E4

Otofio 37 209 174 66
Primavera — 235 355 48
Verano 839 1056 338 300
BENIDORM |5 E6 E7 E8

Otofo 210 130 122 74
Primavera 610 407 395 574
Verano — 793 1252 752
ALICANTE E9 E10 Ell E12
Otdiio 453 304 208 79
Primavera — 196 327 239
Verano 837 743 353 651
TORREVIETA El3 El4 ELS El6
Otofo 92 196 170 229
Primavera 408 243 290 114
Verano 499 2256 25 125
MAR MENOR E17 E18 E19 E20
Otofio 331 268 214 302
Primavera — 919 606 134
Verano 1186 844 392 149
CARTAGENA E21 E22 E23 E24
Otofio 162 153 216 117
Primavera 3 214 21 —
Verano 993 1282 189 198

Fig. 3. Valores de la actividad sulfatorreductora en los sedimentos de la zona de
Alicante, expresados en ngS/g/dia.
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En la zona de Alicante esta estacionalidad no es tan marcada posible-
mente debido que, al ser més fdcil la difusién de oxigeno, el estableci-
miento de las condiciones anaerobias es més dificil y menos durable.

Es importante destacar que para el normal equilibrio de un ecosiste-
ma es indispensable la existencia de estas fases de recuperacién en su
ciclo anual ya que el mantenimiento constante de una actividad sulfato-
rreductora alta lleva consigo la degradacién del sistema. El SH: que se
desprende, ademds de ser téxico a determinadas concentraciones, mantiene
las condiciones reductoras del ambiente de manera que las zonas sometidas
constantemente a estas actividades acaban por degradarse totalmente eli-
minando la vida bentdnica.

Del estudio de los resultados obtenidos, se observa que la tnica zona
con peligro de degradacién por la alta actividad sulfatorreductora durante
todo el afio sin sintomas de fases de recuperacién es la zona costera que
va desde Valencia a Gandia (Estaciones 5, 9, 13 y 17).

Se ha estudiado también la parte oxidativa del ciclo (sulfooxidacién)
protagonizada por los Thiobacillus. Se trata de una actividad eminente-
mente aerobia que utiliza como fuente de energia los sulfuros. Por tanto,
aunque el ambiente Sptimo sea muy distinto, se relaciona con la pobla-
cién sulfatorreductora que, en el sedimento, es su productor de energia.
Asi, en la zona de Valencia, encontramos que los mdximos y minimos de
sulfooxidacién concuerdan con los de sulfatorreduccién excepto en las es-
taciones costeras mds arriba citadas ya que las condiciones reductoras son
tan exageradas que no permiten la vida aerobia.

Agua

Desde la primera campafa realizada en la zona de Valencia se detecta-
ron actividades sulfatorreductoras relativamente altas en el agua sobre
todo si se tiene en cuenta que se trataba de muestras de agua con un con-
tenido en oxigeno disuelto que, en la mayoria de los casos, sobrepasaba
el 100 %. En principio, el sulfato no funciona como aceptor de electro-
nes en presencia de oxigeno, por tanto parecia absurdo encontrar activi-
dades anaerobias en estas condiciones. El hecho de haberse realizado esta
campafa en invierno, en condiciones de homoternia que indicaba una
mezcla vertical importante, hizo que se interpretara esta actividad relacio-
ndndola con bacterias sulfatorreductoras propias del sedimento que habian
sido arrastradas por la corriente ascendente. Esta poblacién se encontra-
rfa inactiva debido a las altas concentraciones de oxigeno existentes en
el agua, pero al reconstituirles sus condiciones Sptimas en el medio de
cultivo, manifestaban cierta actividad. En las siguientes campafas de pri-
mavera y verano con termoclinas muy bien establecidas si la interpreta-
cién que se le habia dado al fenémeno fuera cierta, era evidente que no
podia encontrarse actividad sulfatorreductora en el agua superficial de-
bido a la desconexién que en estas circunstancias existe con el agua pro-
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funda. La termoclina supone una barrera entre dos masas de agua de dis-
tinta densidad. La realidad de los andlisis mostréd que no solamente habia
actividad sulfatorreductora en el agua sino que ésta habfa aumentado en
el transcurso del afo.

Esto indicaba que habia una poblacién autéctona del agua, sin cone-
xién ninguna con el sedimento, que tenia una actividad acorde con los
factores ambientales. En la figura 4 se muestran algunos perfiles vertica-
les de esta actividad escogidos entre los mds representativos. Al intentar
buscar una relacién entre esta actividad y alguno de los pardmetros estu-
diados se vio que aparecia un cierto paralelismo entre la distribucién de
productividad primaria y los acimulos profundos de pigmentos que se
han descrito principalmente en la regién de Valencia. En la figura 5
se consignan algunos perfiles que muestran esta relacién.

Fendémenos parecidos se detectaron durante las campaiias de la zona
de Alicante.
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Fig. 4. Ejemplos de distribuciones verticales de actividad sulfatorreductora superpues-
tas al perfil de temperatura.
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Para continuar el estudio de la actividad sulfatorreductora en el agua
era necesario tener una hipétesis de trabajo que permitiera suponer que
una actividad anaerobia podia tener lugar en el seno de un medio satura-
do de oxigeno. Este aparente contrasentido sélo podia existir suponiendo
que la poblacién sulfatorreductora estaba albergada en microclimas sus-
pendidos en el agua que les protegieran de las altas concentraciones de
oxigeno del ambiente exterior. En los sistemas que estamos estudiando
esto sélo se podia cumplir con los agregados de materia orgdnica detritica
que a la vez pueden ofrecer alimento a la poblacién y zonas resguar-
dadas entre las concavidades de sus estructuras que permitan mante-
ner bajas tensiones de oxigeno. Es por ello que la actividad sulfatorre-
ductora se encuentra relacionada con la productividad primaria no por el
funcionalismo de sintesis sino por el hecho de que son las zonas donde
abunda el material particulado al igual que en los actimulos profundos
de pigmentos no funcionales.

E-3
Q1020 30 0 10 20 30 0 10 20 30_gq
0 01 02 03 0 05 010 015 O 01 02 03_._pp
0 < J i Lt i 4 i W
5 N !/

P-V1

W15 18 0 20 40 60_gp

0 2 $ 00 2 4 6 0 05 10 pp

/
RXII pxmr \\ I PXIV

50-

Fig. 5. Ejemplos de distribuciones verticales de actividad sulfatorreductora v produc-
tividad primaria.
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En las campanas siguientes, ademds de seguir la metodologia normal,
se trataron las muestras con prefiltrados a través de mallas de distintos
calibres (desde 20 a 50 #), con el fin de atrapar a los agregados. Con
estos concentrados sobre mallas se hizo un doble tratamiento:

a) Hacer preparaciones para el microscopio electrénico de barrido.

b) Incubarlos en el medio de cultivo especifico de sulfatorreduccidn
y hacer una determinacién de actividad.

Ambos resultados fueron positivos. En las fotografias de la figura 6 se
observa que los agregados de materia orgdnica aparecen colonizados por

x »
ZE oo g

Fig. 6a. Imdgenes al microscopio electrénico de agregados que aparecen colonizados por
bacterias cuando finaliza ¢l perfodo de incubacién.

=i

Fig. 6b. Imagen al microscopio clectrénico que muestra la estructura en cavidades de
un agregado. Las formas poliédricas corresponden a cristales.

Fig. 6c. Agregado cbtenido por filtracién que muestra una fuerte colonizacién bacte-
riana en su estado natural.
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bacterias en su estado natural. Las actividades medidas después del cultivo
de las distintas mallas, permitieron constatar que se trataba de poblacio-
nes sulfatorreductoras. Las amplitudes de malla que manifestaron una
mayor actividad fueron las de 30 y 40 # con lo que queda definido el
tamafio de los agregados que, con mayor frecuencia, albergan a este tipo
de poblacién.

Actualmente se estd procediendo a completar este estudio con el aisla-
miento de las cepas puras responsables de esta accién, para su identifica-
¢ién e investigacién de su metabolismo vy fisiologia en cultivos de labo-
ratorio. :

Creemos que el conocimiento de los mecanismos por los que se pro-
duce sulfatorreduccién en el agua es importante, ya que nos lleva a con-
siderar al sulfato como un competidor del oxigeno, en su funcién de acep-
tor de electrones, durante los procesos de remineralizacién de la materia
orgdnica. Esto hace pensar que un sistema natural que comporte este tipo
de poblaciones alojados en microclimas particulares, es mds eficaz.

En cuanto a la distribucion general de esta actividad en el agua se
observa que en la plataforma de la zona valenciana, que es ancha y de
pendiente suave, se encuentra una sulfatorreduccién alta principalmente
en las estaciones costeras v en las correspondientes a la radial situada al
Sur de Valencia que durante todo el afo no muestran sintomas de des-
censo. Este comportamiento debe relacionarse con los aportes de materia-
les orgdnicos que llegan desde tierra y desde la ciudad de Valencia que
bajo la influencia de la corriente general de la zona se dirigen hacia el Sur.

En la zona de Alicante, con una plataforma continental més estrecha,
las estaciones estudiadas, que de forma general alcanzaban hasta los 100 m
de profundidad, se localizan mds cerca de la costa. Aqui, la actividad sul-
fatorreductora es mds alta que en la zona de Valencia v permanece durante
las tres épocas del ano muestreadas. En cambio, en la zona comprendida
entre C. de Gata y Tarifa la actividad decae vertiginosamente durante in-
vierno y primavera y sélo aparece en la campana realizada a finales de
verano. Este aumento es general, pero la mdxima incidencia se encuentra
en las estaciones cercanas a la costa (particularmente en las radiales frente
a Adra y Motril) y en las estaciones de 200 m de profundidad del Estre-
cho de Gibraltar.

Es dificil poder establecer términos de comparacién entre las zonas
de Valencia-Alicante y la del mar de Albordn ya que en esta tltima hay
una dindmica particular cuya caracteristica m4s sobresaliente es la influen-
cia atldntica.

La actividad sulfooxidante del agua aparece mdxima en invierno de
forma general. Téngase en cuenta que su fuente de energfa es el sul-
furo y que éste, ademds de producirse por respiracién del sulfato, se ori-
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gina por la liberacién de los grupos sulfhidrilos de algunos aminodcidos
(cistina y cisteina) y de 4cidos orgdnicos. Ldgicamente, pues, la actividad
de Thiobacillus va ligada, en el tiempo, a las épocas de mineralizacién de la
materia organica.
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