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6.1. INTRODUCCIÓ 

Els cicles del ferro i del sofre interaccionen en sistemes aquátics naturals 
anóxics presen tant una dinámica d'altemanga en el temps, sense arribar a ser 
mútuament excloents. 

Si bé les solubilltats que mostren en aquests sistemes anóxics son lleugera­
ment superiors ais teórics, hom ha comprovat com el H2S arriba a ser prác­
ticament indetectable quan la química del sistema está dominada peí ferro i 
viceversa. Unicament quan al llarg del cicle anyal el Fe2+ és substituit peí S^-
podem trobar concentracions conspicuos per a tots dos. 

A l'Estany de Banyoles, C-IV mostra una química dominada per la interacció i 
l'altemáncia deis cicles esmentats. E l H2S comenga a acumular-se a mitjans 
de juliol, moment en que el Fe^* comenga a desaparéixer. Aquesta dinámica 
de processos químics adquirelx relevancia, al setembre de 1985 i 
posterlorment al maig de 1986, des d'un punt de vista de l'ecologia micro­
biana a partir de l'establiment de poblacions de bacteris fototróñcs del sofre, 
al monimolimnion de C-IV. Concretament Chlorobium phaeobacteroides, quan 
la presencia de H2S está limitada peí ferro. Aquesta mateixa observado es 
repetía l'any següent (1987) a l'estanyol del Vilar després d'una mesóla 
hivemal que va destruir la meromixl. La recuperado de la mateixa va de­
terminar processos químics semblants ais descrits per a C-IV, peí que fa ais 
cicles del ferro i del sofre, experimentant l'aparició d'una població de Chlo­
robium phaeobacteroides en unes condicions. igual que a C-IV, no gens óp­
timos per al seu desenvolupament. 

Les qüestions que es plantegen están dlrectament relacionados amb la relació 
existent entre Chlorobium i el ferro, peí que fa a la capacitat que presenta 
aquest microorganisme per créixer en ambients on el ferro hi és present com 
a domlnant en la química del sistema. Aquesta relació s'estableix tant a nivell 
ecológic com fisiólógic. És generalment acceptat entre els qui treballen amb 
bacteris fototróñcs del sofre que Chlorobium phaeobacteroides és una especie 
adaptada a condidons de baixa intensitat lumínica i que tolera altes 
concetracions de sulfhídric (van Gemerden 1984. Bmgada 1986. Montesinos 
& van Gemerden, 1986). Altres especies, com les pertanyents a la familia de 
les cromatiácies viuen millor en condicions de baixa concentració de H2S 

(Pfennig, 1975). Per tant cal preguntar-se quins mecanismos fa servir 
Chlorobium per desenvolupar-se sota unes condicions que a pñori no l i son 
propicies com pot ser la extremadament baixa concentració de sulfliídric. 
També és important veure quin paper hi juga el ferro en la seva adaptado a 
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aqüestes condicions. 

En aquest treball es presenten una serie de resultats de camp i experimen­
táis, encadenáis al llarg d'un ñl conductor format per aspectes no estudiáis 
fins ara de l'ecologia i la fisiología deis bacteris fototrófics del sofre, amb la 
fínalitat d'obtenir respostes a les qüestions plantejades. No s'han trobat a la 
bibliografia referéncies que descriguin situacions comparables. Dissortada-
ment, son relativament poc nombrosos els estudis publicáis sobre bacteris 
fototrófícs del sofre, i quasi nuls els que relacionen aquests bacteris amb el 
cicle del ferro. Únicament Larsen (1953) va fer una serie d'estudis sobre la 
incidencia del ferro (en la seva forma oxidada) en el metabolisme deis bac­
teris fototrófics del sofre, centrant-se en la importancia d'aquest metall en el 
seu creixement. Pero es tracta de treballs de laboratori exclussivament i no es 
fa referencia a les implicacions ecológiques deis resultats. Per tant, el 
contingut del present capítol es discutirá en funció deis resultats d'altres 
treballs realitzats principalment amb bacteris heterótrofs. 

En aquest darrer grup de microorganismes, és conegut que la cápsula bac­
teriana, entre altres funcions,protegeix la cél.lula de l'efecte nociu deis me-
talls pesants (Aislabie i Loutit 1986, Bitton i Friehofer 1978). A les capsules 
de bacteris del ferro com Leptothrix o Sphaerotilus, es produeix una intensa 
precipitació d'óxids de ferro i manganés (Davies et al. 1983, Ghiorse 1984). 
De fet s'ha vist que la cápsula d'espécies com Methanospirülum hungatei és 
electronegativa en algunes parts de la seva estructura, essent capa? d'unir 
cations divalents metálics (Beveridge et al., 1988). Especies com Metha-
nothrix concilii mostren una gran facilitat per unir Fe2+ a la seva cápsula. Un 
altre aspeóte interessant de la unió del ferro ais bacteris és que pot actuar 
com agent inductor de capsules ben diferenciades (Ferala et al., 1986). La 
naturalesa deis precipitats trobats associats amb la superficie bacteriana és 
molt diversa, variant des de formes col.loidals d'hidróxids férrics fins a for­
mes cristal.Unes (Ferris et al. 1989, Ghiorse 1984). 

E l coneixement sobre el comportament de Chlorobium en presencia de Fe2+ 
al medí i la seva apUcació a les observacions realitzades al camp, aporten da­
des noves sobre l'ecologia fisiológica d'aquest grup bacteria. 
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6.2. RESULTATS 

6.2.1. Les poTjlacions de bacteris fototrdfics del sofire i el cicle del ferro 

Les primores observacions a l'estany de Banyoles, del desenvolupament de 
Chlorobium en aigües extremadament pobres en sulíhídric varen teñir lloc a 
la Cubeta rv l'estiu de 1986. A la ñgura 6.1 A es mostren les condicions ñsico-
químiques sota les quals es trobava C-IV, així com la distribució vertical de la 
població de bacteris fototróñcs del sofre. A la data del mostreig, la cubeta 
eslava estratificada térmicament i física amb un gradient de temperatura que 
anava deis 21°C ais 7 m fins els 13 °C ais 12 m (1.6 °C.m-i). Just en aquest 
punt comen^ava un fort gradient de conductivitat que anava de 1150 nS-cm-^ 
ais 11 m ais 1700 |xS-cm-i ais 13 m. L'oxigen s'extingia al monimolimnion, si 
bé comengava a disminuir tot coincidint amb la termoclina. També s'observa 
una forta disminució de la transmitáncia (es a dir, una disminució de la 
transparencia de l'aigua) entre els 1 2 i 14 m com a reflexe de la població de 
Chlorobium phaeobacteroides que es trobava present en aquell moment. En 
aquest punt s'observa un fort canvi en el coeficient de penetrado de la Uum 
(TI) passant de 0 ,155 a 2 .735 (ñgura 6.1 B). És especialment remarcable el fet 
que el H 2 S era indetectable, en tant que la concentració de ferro soluble 

(Fe2+) arribava a valors de 4 5 ¡iM (ñgura 6.1 C). 

Quant a l a distribució vertical de pigments (ñgura 6.1 D), no hi havia un pie 
molt ben deñnit, pero s'observa que a la zona il.luminada la concentració de 
bacterioclorofil.la e és de 78 p-g-L"! que és comparable (si no superior) a la 
trobada en altres cicles anuals (veure capítol 2). 

Les primores evidencies que el ferro podía jugar u n paper important en 
l'estratégia de Chlorobium per desenvolupar-se en ambients pobres en 
suldhídric es varen obtenir a partir deis estudis realitzats l'estiu de 1987 a 
l'estanyol del Vilar. Aquest estanyol, consta de dues cubetes amb meromixi 
crenogénica. Les baixes temperatures de l'hivern anterior varen mesclar 
completament la columna d'aigua de manera que, amb la recuperado, el ferro 
va dominar la química del monimolimnion durant un periode de temps que va 
coincidir amb el desenvolupament de Chlorobium phaeobacteroides. 
L'altemáncia deis cicles del ferro i del sofre fou similar a l a descrita Ja per C-
IV, amb les fases de Hutchinson (veure apartat 3.2.5) ben desenvolupades. 
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Figura 6.1. Distribució vertical de les principáis variables 
físico-químiques 1 biológiques a la cubeta IV de l'Estany de Banyoles 
(Setembre, 1986). A : Temperatura ( o ), conductivitat ( o ), oxigen ( • ) i 
terbolesa ( • ). B. Distribució conjunta de Fe2+, H2S i Bclor e . C: 
Penetració de la Uum; s'indiquen els diferents valors deis coeficients de 
penetració (ri) calculats. 
Figure 6.1. Vertical projües of main physico-chemical and hiological 
variables in Basin C-IV of Banyoles Lake (September, 1986). A: 
Temperature (o), conductivitty (o), oxygen (•) and turbüiity ( m). B. Fe2+, 
H 2 S and Bchlor e. C. Light penetration. Calcutated valúes for the 
extinction coefficient (r[) are indicated. 
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La físico-química de l'estanyol del Vilar el 10 d'agost de 1987 (fígura 6.2) era 
la propia d'una columna d'aigua meromíctica amb una quimioclina situada 
entre 5 i 6 metres. La conductivitat passava en un metre de 900 tiS-cm-i ^ 
1800 ^iS-cm-i. L'oxiclina es situava més amunt, entre els 3 i els 5 metres de 
fondária, on l'oxigen s'esgotava totalment, coincidint amb la termoclina. 
Aqüestes condicions no varen canviar significativament al llarg de les 8 
setmanes que va durar l'estudi. Sí que ho varen fer, en canvl les poblacions de 
bacteris fototrófics tal com s'ha vist al capítol 2. 

A la figura 6.3 s'observa la distribució conjunta de pigments i ferro mesurat 
com a FeS. E l FeS [mackinawita] donava a les mostres d'aigua una tonalitat 
negrosa característica, essent responsable de Taita extinció de la llum trobada 
a partir de la quimioclina. Els perfils representen dos moments de la 
dinámica poblaclonal deis bacteris fototrófics a l'estiu de 1987. Inicialment 
(A) quan el Fe2+ domina la química del monimolimnion, l'espécie dominant és 
Chlorobium phaeobacteroides. Es pot apreciar com el FeS i la concentració de 
Bclor e seguetxen un mateix patró de distribució vertical, presentant ambdós 
un máxim entre 5 i 5.5 m de fondária. A l final de l'estiu, la situació en relació 
a la població dominant de bacteris fototrófics era ben distinta (B). S'observa 
un máxim molt marcat de Bclor a corresponent a una població de 
Chromatium minus, mentres que el FeS es distribueíx sense relació aparent 
amb els pigments. A més, no s'observa un máxim tan pronunciat com dos 
mesos abans. La concentració de H2S ultrapassava la de Fe2+ i la concentració 
de FeS prop del sediment era més alta, indicant una dinámica de precipitació 
neta de FeS cap el sediment. 

La coexistencia deis máxims de Bclor e i FeS es repeteix a la cubeta IV. Allí, 
Fe2+ I Bclor e no solsament coincidetxen a l'espai sino també en el temps. 
Alxó es pot comprovar a la figura 6.4. on es mostra la distribució espai-tem­
poral conjunta del Fe2+ i de Bclor e. Es pot veure com existeix un mateix pa­
tró de distribució d'ambdúes variables, presentant u n máxim que es perllonga 
en el temps a modus de "llengua", trencada per la mésela hivernal de la 
columna d'aigua. A la resta del monimolimnion el Fe2+ ha estat eliminat peí 
H2S per precipitació de FeS. 

Altres distribucions conjuntes, mesurades a diferentes cubetes de l'Estany de 
Banyoles (ñgura 6.5), venen a confirmar alió descrit fins el moment. Tant a C-
III com a C-IV existeix un paral.lellsme entre les distribucions verticals de les 
clorobiácies i el ferro. 
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Figura 6.4. Distribució espai-temps conjunta de ferro (Hnia gris) i 
Bacterioclorofll.la e (línia negre) a la cubeta FV de l'Estany de Banyoles 
de gener a desembre de 1988. Observi's en rampliació la similitud en la 
forma que preñen les isolínies a fináis de l'estiu / principis de tardor 
(dies 240 a 300). Figure 6.4. Spatial-temporal distribution ofiron (gray 
line) and Bacteriochlorphyll e (solid line)in Basin IV of Banyoles Lake. from 
January till December 1980. In a closer view (below) notice the similar 
shape of the isoplethes in late summer / early fáll (days 240 to 300). 
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6.2.2.. Estudi de la unió del ferro ais bacteris. Microscopía óptica i electró­
nica. 

Les poblacions de bacteris fototrófics del sofre, molt especialment les Chlo-
robiácies, mostren distribucions conjuntes amb el ferro, que es verifiquen a 
l'espai i el temps. Calla veure si aquesta aparent relació s'establla a la part 
externa de les cél.lules o peí contrari es tractava d'un producto dissolt a 
l'aigua que coincidía en la seva distribució amb les poblacions de bacteris fo­
totrófics. 

S'han fet estudis de microscopía electrónica, tant de transmlssió com 
d'escandallatge, per tal de veure si existeix o no la unió física entre el ferro 1 
la cél.lula. Experiments prevls a aquestos observacions ja mostraven eviden­
cies que el ferro soluble es mantenía adsorblt a les cél.lules quan aqüestes 
creixien en medís rlcs en Fe2+ (veure mes endavant). També s'han adaptat 
técniques especiáis de unció del ferro per microscopía óptica. Tant en mi­
croscopía óptica com electrónica s'han obtlngut proves que demostren una 
estreta relació física entre les estructures externes de les cél.lules i el ferro. 

A la ñgura 6.6 es mostren dues micrografies obtingudes amb el microscopi 
óptic, a partir de rapllcacló a suspenslons de Chlorobium phaeobacteroides 
de la colorado de TumbuU (veure material i métodes) que dona tonalitat blava 
a les estructures que contenen ferro. S'observa la formado d'aglomeraclons 
bacterianos en forma de microcolónies que porten associada una intensa 
colorado blava. L'abséncia de colorado fora de les agrupacions bacterianes 
enforteix la idea d'una relació física entre el ferro i les cél.lules, la qual és una 
resposta positiva a la tinelo del ferrocianat. Ghiorse i K i rsch (1978). 
cosideren aquest resultat com a prova definitiva de la unió del ferro a les 
cél.lules. 

L'estudi a l microscopi electrónic tant de transmlssió (MET) com 
d'escandallatge (MEE), ofereix una visió molt mes clara de l'estreta relació 
existent entre el ferro i les cél.lules, A la figura 6.7 es mostra una visió de la 
superficie cel.lular al MEE on s'observa la presencia de petites granulacions 
distribuides uniformement. La discontinuitat que presenta aquesta distribució 
pot fer pensar amb l'existénda de zones carregades negativament 1 loca­
lltzades a l'exterior de la cél.lula (Beverldge et al. , 1988). Mes endavant 
(apartat 3.3.2) es discuteix la presencia d'aquestes granulacions i les posslbles 
implicacions metabóHques i fisiológiques que puguin teñir en el desen­
volupament deis bacteris fototróñcs. 
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F igura 6.6. A : Visió general d 'una suspensió de Chlorobium phaeohacteroides 
amb ferro. Coloració de Tumbul l . (x 100). B: Detall d 'una microcolónia; el ferro 
apareix de color blau { x 4:00)Figure 4.6. A. General view of a suspensión of 
Chlorobium phaeobacteroides. Tumbull staining. (x 100); B: detailedview ofa 
microcolony; iron appears blue coloured (x 400) 
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A la figura 6.8 es pot observar una micrograíla de Chlorobium phaeobacte­
roides realitzada amb el microscopi electrónic de transmissió, on pot apre-
ciar-se Tacumulació a tot el volt de la cél.lula de granulacions electrodenses. 
Aqüestes granulacions podrien relacionar-se amb les observados a la figura 
anterior. La granulado pot induir problemes a l'hora d'efectuar els talls ul -
traflns, fent que aquests presentin trencaments, tal i com s'observa a altres 
treballs que també estudien la deposició de ferro a l'exterior de les cél.lules 
(Tuovinen i Nurmiaho, 1979). EL material amorf i menys electrodens que 
s'observa por ser degut a restes d'una cél.lula troncada o a productes 
d'excreció bacteriana. 

Les micrografies de les cél.lules tractades amb ferritina no mostren una co-
berta de granulacions electrodenses a l'exterior (figura 6.9). Aixó suggereix 
una certa especificitat d'aquests bacteris envers el Fe2+. Cal teñir en compte, 
pero que la ferritina incorpora ferro en la seva forma oxidada, el qual 
possiblement no té opció d'unirse a l'envolta bacteriana. Un altre aspecto a 
destacar del tractament amb ferritina és l'aparició d'uns gránuls molt densos 
ais electrons a l'interior d'algunes cél.lules. Aquest és un element diferencial 
que no apareix al tractament amb FeS. Hom desconeix les relacions que 
puguin existir entre aqüestes concrecions intracel.lulars i l'addició al medi de 
ferritina i mes tenint en compte que presenten un aspecto molt similar ais 
granuls de polifosfats que de vegades es poden veure a l'interior d'alguns 
bacteris fototrófics. 

Les figures 6.8 i 6.9 poden comparar-se amb una imatge de Chlorobium que 
no ha entrat en contacto amb el ferro (figura 6.10). D'aquest estudi micros­
copio hom pot deduir que el ferro soluble modifica la estructura extema de la 
cél.lula umnt-se en zones discontinúes distribuides uniformement per la 
superficie cel.lular. 

6.2.3.. Les clorobiácies en ambients ferrosos 

Com s'ha vist, l'aparidó conjunta de ferro i bacteris fototrófics del sofre a la 
columna d'aigua, tant de l'Estanyol del Vilar com de C-IV, sempre anava as­
sociada a especies de la famíUa de les Clorobiácies. Ais dos llocs esmentats la 
familia eslava representada per Chlorobium phaeobacteroides. A altres Uocs 
com la Laguna de La Cmz al municipi de Cañada del Hoyo, Conca, a les altes 
concentracions de ferro sempre hi ha associada una població de Pelodictyon 
chlathratiforme fVicente, comunicado personal). D'altra banda, les 
Cromatiácies no semblen estar associades de manera tant estreta al ferro. Per 
tal motiu, el present estudi fa referencia exclussivament a la fisiología de 
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Figura 6.7. A : Aspecto general de dues cél.lules de Chlorohium 
phaeobacteroides B: Porció ampliada on s'observen les granulacions extemes. 
Figure 6.7. A : General view of two cells of Chlorobium phaeobacteroides.B: A 
closer view of granulations attached to the outside of the cell. 
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F igura 6.8. Secció ultrafina de Chlorobium phaeobacteroides amb FeS unit a 
l'exterior de la cél.lula. Figure 6.8. Thin section qf Chlorobium phaeobacteroides 
with attached FeS outsvde the cell 
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Figura 6.9. Secció ultrafína de Chlorobium phaeobacteroides, amb ferritina al 
medi. Figure 6.9. Tbin section of Chlorobium phaeobacteroides withferritine. 
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les clorobiácies, sense descartar que les Cromatiácies puguin comportar-se 
de la mateixa manera en ambients que contenen ferro. 

En aquest apartat hom presenta un seguit d'experlments i assatjos que teñen 
a veure amb el creixement deis bacteris fototróñcs del sofre en condicions en 
les que el ferro está present en el medi on es desenvolupen. 

6.2.3.1. Utilització del Fe2+ 

Els primers assatjos es van fer amb mostres preses directament al camp 
(principalment a la cubeta IV de l'Estany de Banyoles) per tal de veure si el 
Fe2+ participava en el metabolisme fotosintétic deis bacteris fototrófics del 
sofre (donador d'electrons). Es van incubar a la llum tres mostres correspo­
nents a tres fondáries diferents de C-IV on hi havia.un població de Chloro­
bium phaeobacteroides. Es realitzaren dos controls per a cada mostra. Un 
control era inactivat amb NaCl al 10 % (Brock, 1975) per tal d'eliminar els 
canvis produits per reaccions químiques. Altres substancies, especialment les 
orgániques, utilitzades comunment per neutralitzar l'activitat biológica, 
formen complexes quimics amb el Fe2+ alterant la composició del cultiu. 
L'altre control, era una botella incubada a les fosques (tapada amb paper 
d'alumnl) per veure la possible incidencia de metabolismes heterotrofs. 

Les mostres foren incubades a la Uum durant quatre dies passats els quals es 
va mesurar la concentració de ferro. 

Els resultáis es mostren a la ñgura 6.11. En ella es pot observar com la con­
centració de Fe2+ es manté Invariable a totes les mostres amb independencia 
del tractament que reben, la qual cosa vol dir que aquest ió no intervé 
directament en ractivitat fotosintética deis bacteris fototróñcs. 

6.2.3.2. Utilització del FeS 

Un experlment posterior va aportar tndicis sobre l a utilitat real del ferro per 
ais bacteris. Préviament hom havia observat que les mostres de camp 
s'enfosquien després d'afegir una solució de Na2S a l'ampoUa, com a conse­
qüéncia de la formació de FeS. Es volia veure si el FeS format podía aportar 
l'ió sulfur necessari per al metabolisme fototróñc deis bacteris. A tal efecte es 
va incubar una mostra de camp, a la qual se l'hi havia afegit Na2S. Un control 
fou incubat a les fosques. S'analitza el FeS i el Fe2+ de cada una de les mostres 
al Uarg de tres dies. 
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Figuras. 10. Secció ultrafína de Chlorohium phaeohacteroides.[Ksteve 1981) 
Figure 6.10. Thin section of Chlorobium phaeobacteroides. (FromEsteve 1981) 
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Figura 6.11. Concentracions de Fe2+ en mostres d'aigua de C-IV, 
corresponents a diferentes fondáries, abans (I) i després (F) d'incubar-se 
a l a l l u m per u n període de 4 dies. C l : control posat a les fosques; 02: 
control inactivat {addlcIó de NaCl 10 %). Figure 6.11. Fe^+ 
concentrations in C-IV water samples, taken at different depths, before (I) 
and qfter (F) incubation at light during Jour days. Cl: Dark control; C2: 
dead control (10% NaCd 
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La figura 6.12 mostra com les concentracions de Fe2+ es mantenen constants 
tant per al control com per la mostra conñrmant l'experiment anterior. E l 
FeS mesurat va desaparéixer al llarg del temps a l a mostra no tractada 
mentres que es va mantenir invariable a la mostra inactivada. Aquest resultat 
indica que el sulfur en forma de FeS desapareix d'un medi il.luminat on hi ha 
Chlorobium. 

6.2.3.3. FeS i fotosíntesi 

Després de veure que el FeS desapareix d'una mostra de camp en presencia 
de llum i de bacteris fototrófícs. es va fer un experiment per demostrar que la 
darifícació del medi. és a dir, l'oxidacio del FeS era un procés que eslava 
Uigat exclussivament a ractivitat fotosintélica deis bacteris. Hom considera 
que el medi es clariñca quan després de la incubado toma a adquirir el seu 
color inicial, perdent el color negros caracteríslic del FeS (figura 6.13). Per a 
demostrar alxó calia controlar la possibilita! que el medi es clarifiques per 
una oxidado química (per entrada d'oxigen a la botella) o per una fotooxidació 
no biológica. A tal efecte es varen posar a incubar dos cultius purs de 
Chlorobium phaeobacteroides amb 0.5 mM de FeS, un d'ells preserval de la 
llum. Paral.lelament s'incubaren dues ampolles amb medi Pfennig i 0.5 mM de 
FeS, una de les quals eslava també preservada de la llum. Les condicions de 
cultiu i els resultáis es mostren esquemailtzats a la fígura 6.14. E l medi 
només es va clarificar en la botella que contenia Chlorobium i eslava 
il.luminada. E n canvl, a les altres tres bolelles el medi no va sofrir canvis 
aparents. Aquest experiment mostra que el cultiu es clariñca quan Chloro­
bium hi és present amb llum, no fenl-ho en els següenls casos: 

(B) ,- Presencia de Chlorobium i abséncia de llum, eliminant la possibilitat que 
ho fací amb metabolisme heterolrof a les fosques. 

(C) .- Abséncia de Chlorobium, amb llum: es descarta la possibilitat d'una fo­
tooxidació no biológica. 

(D) .- Abséncia de Chlorobium i de llum: indica que no hi ha oxidado química 
amb l'oxigen que podria haver entral de no estar ben lápades les bolelles. 
S'havla observat que el FeS posat en contacte amb Taire s'oxidava en poques 
hores, i la suspensió perdía el color negre. 

Una vegada conclós l'experiment, Taddició al medi de cultiu de H2S feia que 
aquest es tornes a enfosquir, indicant que el ferro es Irobava en forma Fe^* i 
era encara reactiu. Per tal de saber si aquest ferro, una vegada clarificat el 
cultiu, s'alliberava al medi o peí contrari quedava relingul a les cél.lules, es 
varen incubar dos cultius arhb Chlorobium un deis quals es va preservar de 
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F igura 6 . 12 . Evolució al llarg del temps de la concentració de Fe2+ i FeS en 
mostres de C-IV preses a 13 metres de fondária (18 setembre 1986) i 
incubades a l a l lum. Línies de punts : control incubat a les fosques. Figure 
6.12. Time course of Fe2+ cmd FeS concentrations in field samples of C-IV (18 
september, 1986), taken at 13 meters depth and incubated with light. Dotted 
line: control at dark conditions. 
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F igura 6 . 13 . Dos cult ius de Chlorobium phaeobacteroides incubats a l a l lum (P) i 
a les fosques (C). Figure 4.13. Two cultures o f Chlorobium phaeobacteroides 
incubated at light (P) and dark (C) conditions. 
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Figura 6.14. Experiment de clariñcació de medi Pfennig amb FeS com a font 
d'ió sulfur. A: Incubado a la llum amb Chlorobium phaeobacteroides. B: Incu­
bació a les fosques amb Chlorobium phaeobacteroides. C: Incubació a la l lum 
sense microorganismes (medi estéril). D: Incubado a les fosques sense mi­
croorganismes (medi estéril). Només en el cas A el medi es clarifica, sug-
gerint que aquest procés només es produeix a causa de l'activitat fotosintética 
de Chlorobium phaeobacteroides. Figure 6.14. Clarification of Pfennig's 
médium containing FeS as solé sulfide source. A: Incubation under light 
conditions with Chlorobium phaeobacteroides. B: Incubation in the dark with 
Chlorobium phaeobacteroides. C: Incubation under light conditions without 
microorganisms (sterile culture médium). D: Incubation in the dark without 
microorganisms (sterile culture médium). Only in the first case (A) the 
culture médium is clarified, suggesting that this process is only produced by 
photosyníheííc acííüííi/q/Chlorobium phaeobacteroides. 
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Figura 6.15. Evolució al Uarg del temps del ferro retingut i del ferro a 
l'efluent, després de filtrar les mostres. Control: Incubació a les fosques: 
Prova: incubació a la llum. Figure 6.15. Time course of particulaie and 
soluble iron, afier filtering of samples. Control: dark conditions: Prova 
(Proof): light conditions. 
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la llum. Les mostres es fíltraven a través de policarbonat Nuclepore de 0.2 um 
de diámetre, mesurant el ferro que quedava retingut i el ferro de l'efluent. La 
ñgura 6.15 mostra les concentracions de Fe^+ mesurades a l ñltre i a l'efluent, 
al llarg del temps. Tant el cultiu il.luminat com el que eslava a les fosques 
mantenen el ferro unit a les cél.lules, quedant retingut en el filtre. La petita 
quantitat de Fe2+ mesurada a l'efluenl en ambdós casos es deu probablement 
al fet que els bacteris no son capagos d'adsorvlr tot el ferro afegit al medi. La 

V 

quantitat de Fe2+ retinguda per cél.lula és limitada tal i com es pot veure al 
següent apartat. 

E n aquest experiment es va seguir la concentració de S° del medi observant-
se que h i ha u n alliberament de sofre elemental, com a producte metabólic 
de l'oxidacio del H2S (ñgura 6.16). E l sofre és, de totes maneres, un indici de 
l'aclivital oxidadora. Per quantificar l'efecte d'aquesta oxidació sobre els 
bacteris caldria haver analitzat la incorporado de Q bé l'evoludó deis 
sucres tolals al llarg del temps. Els resultats donen suporl a la hipótesi d'una 
utilització fotosintética del FeS per part de Chlorobium. E l primer máxim que 
s'observa pot ser degul a la utilització immediala del H2S que no es combina 
amb el Fe2+. E l sofre elemental producte del FeS correspondria al segon 
máxim el qual s'assoleix a una velocitat menor, tardanl dos dies i mig en 
assolir el máxim de sofre al medi. No obstant, i donat que en aquest cas el 
sulfhídric actúa de factor limitant, cal pensar que h i ha una utilització 
simultánia del H2S i del S° segons han descrit Van Gemerden i Beeflink 
(1978). Amb la presencia de ferro, el S° continua essent oxidat a SO42- fins la 
seva práctica desaparició. 

6.2.3.4. Unió del ferro a les céllules 

La població de Chlorobium phaeobacteroides estudiada a Testiu de 1987 a 
l'Eslanyol del Vilar moslrava. abans de raparició de les Cromatiácies. una 
distribució vertical que coincidia amb la distribució de ferro particulat. La 
relació entre aquest i la bacteriocloroñl.la e a la zona de la columna d'aigua on 
es troba d máxim de concentració está expressada a la figura 6.17. S'observa 
que, a TEstanyol del Vilar, el ferro depén directament de la concentració de 
Bclor e. Aquesta població de Chlorobium va ser progressivament substituida 
per una altra de Chromatium, a mida que la concentració de H2S cretxia. A la 
figura 6.18 es mostra l'evolució del contingut específic de ferro (CEF) 
mesurat amb umol Fe/)ig Bclor e al llarg del temps, Juntament amb els valors 
integráis de Bclor a i e. Els valors de CEF per a la població de Chlorobium 
augmenten a mida que la densitat de la mateixa. Aquest increment, pero pot 
atribuir-se a l fet que, una vegada desaparescut el "piale" de Chlorobium els 
perfils de ferro particulat (unit a les cél.lules) i el FeS amorf contingut a la 
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F i g u r a 6.16. Evolució del 8° en u n cu l t iu de Chlorobium 
phaeobacteroides amb FeS, Figure 6.16. Time course ofS° in a culture oJ 
Chlorobium phaeobacteroides growing with FeS 



Eeoflslologla de les Clorobiácies en ambients ferrosos 227 

4 

Bclor e (^ig/L) 

Figura 6.17. Variació del ferro partlculat mesurat a la capa de Chlorohium 
phaeobacteroides l'estiu de 1987. en funció de la concentració de Bclor e. 
Figure 6.17. Scatter plot of particulate iron measured at the píate of 
Chlorobium phaeobacteroides in Lake Vikir (summer, 1987) versas the 
concentration of Bchlor e. 
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columna d'aigua es trobaven sobreposats i es feia mes difícil distingir un de 
l'altre (veure capítol de discussió). 

Una de les qüestions que es plantejaven era la naturalesa de la unió del ferro 
a les cél.lules. Tots els indicis portaven a pensar que aquesta unió era ines-
pecífica i passiva. Es va fer un experiment per comprovar que. efectivament. 
era alxí. Es varen preparar dos cultius de Chlorobium phaeobacteroides un 
deis quals es va inactivar per addició de NaCl al 10 %. Es varen prendre 
mostres periódicament per veure. en cas que la incorporació de ferro fos 
activa, qulns eren els parámetres cinétics que reglen aquesta adsorció. Els 
resultats están expressats a la figura 6.19(a) i mostra clares diferencies entre 
els dos cultius assaijats. En primer lloc es veu que la unió és passiva dones el 
máxim contingut específic de ferro (CEF) s'assoleix immediatament ais dos 
casos. Quan els intervals entre les observacions es redueixen s'observa una 
cinética linial d'incorporació. No obstant aixó. s'aprecia com el CEF de les 
cél.lules del control va disminui'nt al llarg del temps assolint el seu mínim en 
20 hores aproxlmadament. tot i que inicialment es va trobar el mateix valor 
de per ambdós cultius. E l cultiu prova manté constant el seu CEF al llarg del 
temps. Els valors iniciáis de ferro, mesuráis abans de posar en contacte el 
cultiu amb el Fe2+ eren de 4.24 M-g Fe/p-g Bclor e i de 1.03 \ig Fe/|ig Bclor e 
pels cultius prova i control respectivament, donant una idea del nivell basal 
de ferro inherent tant a les cél.lules com a la propia composició en ferro del 
cultiu. U n altre experiment, aquest cas amb Chlorobium limicola f. 
thiosulfatophilum, mostrava de forma mes clara la rapidesa d'aquesta unió. E l 
procediment experimental és el matetx que l'anterior, pero en aquesta ocasió 
es prengueren mostres immediatament després de l'addició de ferro, 
repetlnt el procediment cada 15 minuts. Com es pot comprovar a la figura 
6.19 (b), el máxim valor de CEF s'assoleix molt rápidament essent difícil 
distingir una cinética dins uns intervals de temps raonablement curts, que 
permetessin la manipulado de la mostra. 

Aquests resultats donen informado sobre dos aspectos diferents sobre els 
mecanismes d'adsorció de ferro a l'exterior de les cél.lules. Primer, mostren 
que es fa de forma passiva concordant amb resultats de Ghiorse i Kirsch 
(1979). E n segón lloc s'observa que la incorporació de ferro a l'exterior no és 
instantánia, sino progressiva durant dues o tres hores ñns assolir el máxim. 
D'altra banda, les cél.lules mortes semblen perdre la capacitat de reteñir el 
ferro, a menys que el NaCl afegit al cultiu interfereixi el mecanismo d'unió a 
les cél.lules, descrit a l'apartat 3.3.2. 
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Setmana 

Figura 6.18. Evolució conjunta del CEF ( • ) 1 deis valors mitjants de 
concnetració de Bclor a (o). Bclor e (•) a TEstanyol del Vilar, des del 6 
de Juliol (primera setmana) flns el 24 d'agost (vuitena setmana) de 
1987. Figure 6.18. Time variation of CEF (m) and mean valúes of Bchlor 
a (o), Bchlor e(9) in Lake Vüar, from July Sth. (first week) tul August 24th 
(eigthweek), 1987 
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Figura 6.19. A: Evolució al llarg del temps del ferro unit a les cél.lules 
d'un cultiu de Chlorobium phaeobacteroides. E l control es va fer afegmt 
NaCl al 10 % a un cultiu paral.lel. B: Ctaétlca d'adsorció del ferro a 
l'exterior de les cél.lules de Chlorobium limicola f. thiosulfatophilum. 
Figure 6.19. A:Time course of ceü-linked iron in a culture of Chlorobium 
phaeobacteroides. Control consists ofaparaÜel culture with 10% NaCl. B: 
Kinetics ofiron adsorption to the cells in a culture of Chlorobium Mmicola 
f. thiosulfatophilum 
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Figura 6.20. Corba d'adsorcló del ferro per a CMombium phaeobacteroides. 
Figure 6.20. Adsorption of iron of Chlorobium phaeobacteroides. 
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Taula 6.2. Parámetres cinétics d'utilització del sulfur en forma de FeS per part 
de Chlorobium phaeobacteroides i Chlorobium Itmicolaf. thiosulfatophüwTL 

Chlorobium Chlorobium limicola 
phaeobacteroides f. thiosulfatophilum 

Vmax 

(mM.h-i) 0.012 mM.h-^ 0.0075 mM.h-i 

Ks 
iwM) 0.0765 m M 0.0068 mM(*) 
(*) sotmesa a considerable error degut a la toipreclssió del cálcul en aquesta zona. 
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fins que esgotava per complert el sulfhídric primer, i el sofre després. Per 
aconseguir el FeS es posava Fe2+ en exoés (1 mM), posteriorment s'afegia 
Na2S fíns a una concentració flnal de 0.5 mM i es deixava reacoionar a les 
fosques durant 24 hores per tal d'assegurar la reacció complerta entre el fe­
rro i el sulfur. Les condicions d'incubació foren les mateixes per ambdós 
cultius. Els resultats es mostren a les figures 6.21 i 6.22. 

En la cinética de Chlorobium phaeobacteroides passen unes vuit hores abans 
no comenga a baixar la concentració de FeS, Comparativament parlant, la 
utilització de FeS per part de Chlorobium phaeobacteroides és dues vegades 
mes rápida que a Chlorobium limicola f. thiosuljatophilum segons es desprén 
deis parámetres cinétics calculats, els quals están expressats a la taula 6.2. 
Les diferencies expressades en aquesta taula teñen a veure amb l'adaptació 
que cadascuna presenta a les baixes intensltats lumíniques. Cal teñir en 
compte que raddició de FeS al cultiu limltava forga la l lum per renfosquiment 
del medi. No obstant aixó, els resultats poden esser comparats, dones la 
quantitat de llum, per ser-ho la de FeS, era la mateixa per ambdós cultius. La 
llum és un factor que juga un paper molt important a l'hora de seleccionar 
una o altra especie ais ambients aquátics tal i com es veurá mes endavant, 

6.2.3.7. Metabolisme de les Clorobiácies a les fosques 

Per tal de veure si el ferro en el medi tenia alguna incidencia metabólica en 
el dejú perllongat de Chlorobium, a les fosques, es va fer un assaig amb un 
cultiu de Chlorobium limicola f. thiosulfatophilum al qual se 11 va delxar que 
consumís totalment el sulfliídric i el sofre. Posteriorment es va distribuir en 
parts iguals en sengles botelles de cultiu, a una de les quals s'hi va afegir Fe2+ 
en excés (0.5 mM). Les dues ampoUes es varen incubar a 20 °C a les fosques 
durant 30 dies. Passat aquest temps la mostra que contenia Fe^^ presentava 
un color verd fose, mentres que l'altra era verd ciar. Les condicions de pH i 
Eh d'ambdós cultius era, pero, la mateixa: la mostra sense ferro tenia u n pH 
de 6.9 i un E h de -216 mV mentres que la mostra amb ferro els valors eren 
de 6.86 i -200 peí pH i el Eh respectivament. E l contingut específic de 
sucres totals va reduir-se gairebé a la meitat (taula 6.3). Posteriorment, es va 
fer un inócul de cada una d'aquestes ampolles (10 mL) a una botella amb 100 
mL de medi Pfennig frese. S i era veritat que el Fe2+ aportava una certa 
"energía de manteniment", els bacteris que havlen estat a les fosques amb 
Fe2+ es reaotivarlen amb mes facilitat que les altres. A la figura 6.23 es 
mostren els crelxements deis dos cultius, mesurats a partir de la resta de les 
absorváncies a 748 nm (máxim de l'espectre in vivo) i a 830 (mesura de la 
turbidesa del cultiu) segons Garcia-GÜ i AbeUá (1986). A l final de la addició 
de sulfhídric suplementarl él crelxement és el mateix per ais dos cultius, 
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Figura 6.21. Cinética de desaparició de FeS mesurat com a S^- en u n 
cul t iu pur de Chlorohium phaeobacteroides. Figure 6.21. Kinetics ofFeS 
depletion measured as S^- in a puré culture qf Ch lorob ium 
phaeobacteroides. 
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Taula 6.3. Alguns parámetres bioquímics deis cultius en dejuni pels dos 
tractaments: medi contenint ferro i medi sense ferro. S.T.: sucres totals; 
C.E.S.T.: contingut específic de sucres totals. 

CULTIU Bclor c Clorobacté S.T. C.B.S.T. pH E h 
(figL-i) (|igL-̂ ) (ugL-^) (̂ gs.T./̂ lgBclore) (m\0 

A M B F E R R O 974.1 521.3 12.54 12.87 6.90 -216.4 
S E N S E FERRO 1009.1 536.8 14.78 14,64 6.86 -200.6 
CULTIU 2213.4 1311,9 55,33 25,00 



238 BACTERIS FOTOTRÓFICS I CICLE DEL FERRO A L'ESTANY DE BANYOLES 

Temps (h) 

Figura 6.22. Cinética de desaparició de FeS mesurat com a S2- en u n 
cultiu pur de Chlorobium limicola. Figure 6.22. Kinetics ofFeS depletion 
measured as S^- in a puré culture of Ctüorobium limicola. 
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pero és interessant resaltar el nivell de creixement deis cultius abans 
d'aquesta addició. No obstant aixó, no semblen existir diferencies substanciáis 
des d'un punt de vista global entre els creixements d'ambdós cultius la qual 
cosa recolga la idea que el Fe2+ no intervé en el metabolisme a les fosques. 

S'haurien de portar a terme, pero, altres experiments en condicions micro-
aeróbiques, per tal de veure si les Clorobiácies, a l'igual que les Cromatiácies 
son capaces d'utilitzar el ferro quimiolitoautotróflcament. 
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6.3. DISCUSSIÓ 

Els experlments descrlts a l'apartat anterior mostren alguns aspectes de la 
fisiología deis bacteris fototróñcs del sofre en relació al ferro. Des d'un punt 
de vista del que passa ais sistemes naturals també descrits amb anterioritat. 
els aspectes mes destacables es relacionen amb la capacitat que presenten 
les cél.lules d'unir el ferro a la seva envolta, i els possibles efectos que 
aquesta afinitat pugui teñir sobre el seu desenvolupament en ambients on la 
concentració de Fe2+ ultrapassa la de H2S. 

6.3.1. Distribució conjunta de ferro 1 Clorobiácies a la columna d'aigua 

Calarla, primerament, destacar la importancia del mostreig fl (veure mate­
rial i métodos) en l'estudi precís del máxim de bacteris fototróñcs i deis 
elements que es distribueixen conjuntament. Probablement un mostreig 
mes groUer hauria passat per alt gran part del que ara es pot descriure so­
bre la composició i la distribució vertical deis bacteris fototróñcs amb el fe­
rro i el sulfur. 

Son molts els treballs que fan referencia a l cicle biogeoquímic del ferro, 
pero en rares ocassions es descriu la seva distribució conjuntament a la co­
lumna d'aigua d'un llac amb una població microbiana. Glover (1978) va fer 
una descripció d'una població de dinoflagelats a aigües costaneros, que pre-
sentava un pairo de distribució vertical molt similar a l del ferro. Peí que fa 
ais bacteris fototróñcs, Brugada i Montesinos (1987) trobaren un pie de 
sulfur, per sota la capa de Chromatium que aleshores h i havia. Aquest máxim 
de sulfurs coíncidia amb el punt on es trovava el máxim d'una població de 
Chlorohium que es desenvolupava sota els primers. Dissortadament, no es 
feren análisi de ferro i per tant es fa dtficil esbrinar si el sulfur mesurat es­
lava en forma Uiure, o peí contrari allí h i havia una acumulació de FeS amorf; 
el cert és que la llum s'extingia per complert coincidint amb aquest máxim. 
Estudis realitzats en llacs on el cicle del ferro és mes acüu que el del sofre, 
mostren situacions similars a les descrites ñns ara. Steenbergen et al. 
(1987) troben perfíls de FeS que coincideisen en fondária amb els deis bac­
teris fototróñcs del sofre, concretament Clorobiácies. E n aquest mateix llac 
s'han trobat també máxims de sulfhídric a la matetsa fondária que els 
máxims de bacteriocloroñl.la e (Riera el al . 1988). Per últim, alguns treballs 
amb tapets microbians (Doemel i Brock 1976, Jorgensen i Cohén 1977), 
mostren ais seus resultats perñls de FeS que (a escala de milímetres) son 
comparables ais obtinguts a l'Estanyol del Vilar . Aifá dones, hom pot afirmar 
que, en determinats ambients on els cicles del ferro i del sofre es 
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manifesten conjuntament, el trinomi format pels bacteris fototrófics, el fe­
rro i el sulfur sovint pot trobar-se en diferents sistemes tal com mostra la 
figura 6.24. E l FeS al monimolimnion de l'Estanyol del Vilar es distribueix 
verticalment formant un perfil característic que pot ser interpretat com la 
suma del FeS partlculat unit a les cél.lules mes el perfil de precipitado del 
FeS cap al sediment. 

6.3.2. Unió del ferro a les cél.lules. 

La capacitat deis bacteris fototrófics, especialment de les Clorobiácies. 
d'unir ferro a la seva envolta. és u n deis trets mes importants de la relació 
entre aquest grup i el ferro. Els estudis ultrastructurals de la unió de ferro a 
l'exterior de les cél.lules mostren imatges molt similars a les presentados al 
present treball (Dubinina 1976. Ghiorse i Hirsch 1979, Tuovinen i Nur­
miaho 1979) amb la diferencia que els treballs esmentats es centren en 
especies que metabólicament depenen del ferro per a viure, mentres que no 
es té cap evidencia que el ferro sigui metabólicament necessari per ais bac­
teris fototrófics, apart deis seus requeriments metabólics com a oligoele-
ment (Larsen, 1953). No obstant aixó, les similituds trobades a nivell mi-
croscópic i el fet conegut que el ferro s'uneix de forma generalment passiva 
a l'exterior de les cél.lules (Ghiorse i Hirsch, 1979) son indicadors que no 
existeixen grans diferencies entre aquests tipus de microorgnismes, tant 
peí que fa ais mecamsmes químics que governen aquesta unió com per les 
molécules implicados. 

Existeixen diversos grups bacterians que uneixen ferro a l'exterior. Els bac­
teris del ferro, composat per quimlolitrotrofs deis géneros Leptothrix, Ga-
llionela, Metallogenium, Siderocapsa, Sphaerotilus, etc. (Ghiorse. 1984) son 
els mes coneguts. Aquesta deposició de ferro a l'exterior de la cél.lula. pero, 
es produeix en forma d'óxids, com a conseqüéncia de la seva activitat meta­
bólica. mitjantgant la qual obtenen l'energia i el poder reductor de l'oxidadó 
del Fe2+ a Fe3+. 

Hi ha altres grups bacterians amb capacitat d'unir ferro a l seu exterior, com 
a conseqüéncia de la propia composicló i estructura extema. Es conegut per 
la bibliografia que diverses molécules existents a l'envolta extema deis bac­
teris, en aquest cas gram-negatius, poden complexar el Fe2+ (Hancock 
1987. Beverldge i Koval 1981. Hoyle i Beveridge 1983. 1984) es a dir unir­
se mantenint les dues valéncies del ferro, conservant per tant la seva capaci­
tat per a reaccionar com a Fe2+, Moltes d'aquestes molécules teñen cárre-
gues negativos. La naturalesa d'aquesta unió és passiva i es produeix básica­
ment amb els grups fosforildel lipopolisacárids i els fosfolípids presents a la 
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membrana externa (Beveridge 1986, Ferris 1989). Sembla que son les fases 
hidrolítiques de la membrana externa les que aporten els llocs per la inte-
racció amb l'ió metál.lic, els quals tendeixen a formar enllagos amb grups 
donadors d'electrons. A la coberta cel.lular els més efectius son els grups 
carboxil associats ais polisacárids de la cápsula. La interacció general pot in-
terpretar-se com una reacció ácid base (Geesey i Jang, 1989): 

Mn+ + LH -> Mn+-L-1 + H+ 

on representa l'ácid, L'^ la base i M"+ el catió metálic. 

Peí que fa ais bacteris fototrófícs del sofre, els resultats presentáis donen 
informado sobre dos aspectes fonamentalment. Primer, mostren que la in­
corporado de ferro a les cél.lules es fa de forma molt rápida i passiva con­
cordan! amb resuUals de Ghiorse i Hirsch (1979). En segón lloc s'observa 
que la incorporado de ferro a l'exlerior no és inslanlánia, sino progressiva 
duran! dues o Ires hores fins assolir el máxim. D'allra banda, les cél.lules 
morles semblen perdre la capadla! de relenir el ferro, a menys que el NaCl 
afegil al culüu inlerfereixi el mecanisme d'unió a les cél.lules, descril a 
l'aparlal 6.2.3.4. 

Sí sembla exisür, pero, una cerla especificilal peí que fa a l'eslal d'oxidació 
del ferro que unelxen. E l fe! que no uneixin la ferrilina, proleina rica en 
Fe3+, fa pensar que la unió del ferro es verifica prevalenlmenl quan aquest 
es trova en la seva forma reduida i soluble. Aquesta preferencia peí Fe2+ en 
lloc del Fe3+ ajuda a relacionar la unió del ferro a l'exlerior de la cél.lula amb 
una estrategia ecológica per desenvolupar-se en ambients on el H2S és un 
factor limitant. 

6.3.3. La unió de ferro com a estrategia ecológica i fisiológica de les Cloro­
biácies. 

Una de les qüestíons básiques que es plantejaven era la possible utilitat me-
tabóllca del Fe2+ per a Chlorobium en ambients deficientment il.luminats. 
Una primera hipótesi observava la possibilitat que pogués servir com a do­
nador d'electrons en condicions de foscor. Aquesta capacitat conferiría ais 
bacteris fototrófics un sistema d'obtenció d'energia en condicions de foscor 
i en abséncia d'altres donadors d'electrons i fonts d'energia (sucres intra-
cel.lulars). Es coneguda la capacitat d'aquests bacteris d'utilitzar substancies 
orgániques com a font de carboni, i sembla molt suggerent la idea de poder 
funcionar quimioautotróficament en condicions de foscor. Existeixen nom­
brosos exemples de microorganismes quimioautotrofícs que poden utilitzar 
el Fe2+ com a font d'energia i poder reductor (Krumbein 1983, Ghiorse 
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1984, Kuenen & Bos 1989). Fins i tot en condicions anaeróbiques. amb el 
NO3- com a acceptor d'electrons (Jorgensen 1989). També es coneix activi­
tat quimlolitotróñca en certes especies de la familia de les Cromatiácies en 
condicions microaerofíles (Gorlenko 1974, Kámpf i Pfennig 1980, 1986, 
Kondratieva et al. 1981, Eichler i Pfennig 1986). No cal descartar la possi-
bilitat que les Clorobiácies, puguin presentar la mateixa capacltat que les 
Cromatiácies, tenint en compte que, a la natura i en concret a C-IV, sovint 
es presenten associats a l'oxiclina i per tant, sotmessos a condicions micro-
aeróbiques. D'altra banda, pels resultáis obtinguts. sembla rebutjada la pos-
slbilitat que el ferro pugui servir de donador d'electrons en la fotosíntesi 
anoxigénica tal i com s'ha observat en alguns cianobacteris (Cohén. 1986). 
Segons aquest autor és el fotosistema II (absent ais bacteris fototrófics del 
sofre) l'encarregat de rebre els electrons del Fe2+. 

La presencia de denses poblacions de Clorobiácies a ambients on predomina 
el cicle del ferro i el H2S es troba a concentracions extremadament batfces. 
no detxa de ser un fet com a mínim sorprenent. sobre tot si es té en compte 
l'alta tolerancia que aquest grup té en vers el sulfliídric (Van Gemerden 
1984, Bergstein 1986). D'altra banda és ben conegut que les Clorobiácies 
solen presentar-se associades a altes concentracions de sulfhídric, i baixes 
intensitats de llum, la qual cosa porta a pensar que les Clorobiácies desenvo­
lupen una estrategia per crelxer en ambients ferrosos, en la qual el ferro hi 
ha de jugar un paper cabdal. En aquest estudi s'han constata! alguns aspec­
tes de la fisiología d'aquests bacteris en relació amb el ferro, com poden ser: 

- la coincidencia en les formes deis perfils de distribució vertical del ferro i 
la bacterioclorofil.la, a diferents ambients on el ferro h i predomina. 

- la unió passiva. pero específica, de Fe2+ a l'exterior de les cél.lules. 

- l a utilització fotosintética del sulfur en forma de FeS i la clariñcació de 
medís de cultiu amb FeS 

E n realitat aqüestes condicions poden considerar-se com extremes, atesa la 
diflcultat que representa pels bacteris aconseguir el sulfhídric en com­
petencia amb el ferro, el qual, com j a és conegut.té una alta afinitat química 
amb el sulfur. formant un precipitat. el FeS, amb un producte de solubüitat 
molt baix. Es parla dones, d'una competencia entre dos sistemes altament 
añns al ferro, un de enzimátic i un de quimic. Tant la unió del ferro amb els 
bacteris i els fets descrits mes amunt, expressats en termes ecológics po­
den explicar el fet que aqüestes poblacions visquin en ambients on el sulfhí­
dric és prácticament Indetectable. Les cél.lules. en unir el ferro, estarien 
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Figura 6.25. Hipótesi sobre la utilitat de la unió de Fe2+ a l'exterior de la 
cél.lula, per a l'obtenció d'ions S^- en ambients ferrosos. Durant el dia l'ió 
sulfur s'uneix al ferro de l'exterior de la cél.lula, quedant en forma de FeS. 
Aquest compost és insoluble, pero té un cert grau de dissociació que és su­
ficient per que el HS" resultant sigui utilitzat enzimáticament per la cél.lula, 
(consumit fotosintéticament), produínt-se sofre elemental que pot alliberar-
se al medi o ser consumit simultániament. E l ferro queda en forma d'ió 
Fe2+, preparat per combinar-se químicament amb un altre ió sulfur. Durant 
la nit continua la producció de sulfhídric, tant per respirado endógena deis 
propis bacteris fototrófics com per l'activitat deis sulfat-reductors, pero en 
canvi no hi ha consum biológic. E l sulfhídric acumulat es combina rápida­
ment amb el ferro de l'ambient pero també ho fa amb el que está unit a 
l'exterior de les cél.lules. Aquest FeS servirá, quan surti el sol, d'encebador 
per seguir matéis procés descrit mes amunt. 

Figure 6.25. Hypothesis on the usejiüness oJ the Fe^* bindingto the cell in 
order to obtain suljide ions inferrous environments. During the day suljide 
combines chemically to the outside of the cell, forming FeS. Although this 
compound is highly insoluble, it has a certain degree of dissodation, which 
is sufficient for the cell to consume photosyntheticolly the HS' produced as 
a consequence of such dissociation. The resulting can be either released 
to the surrounding of the cell or be simultaneously consumed. Iron results 
in the form of ferrous ion, ready to combine with more sulfide. During the 
night (dark conditions) the sulfide production goes on either by endogenous 
respiration or by sulfate-reducers activity, whereas the biological consump-
tion is nule. Then, suljide accumulates and combines chemically with Fe2+ 
either in the water or in the cell. Thus, the FeS formed can be used as a 
primer for start, when sunlight appears, photostnthetic activity as described 
above. 
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aprofítant l'alta afínitat existent entre aquest i el sulfhídric, que supera la del 
propi baoteri, per assegurar-se el subministrament de sulfur, mitjantgant la 
precipitació al seu exterior de FeS, tal i com es descriu a la ñgura 6.25. Se­
gons aquesta hipótesi, el ferro unit a Texterior de les cél.lules actuarla de 
"trampa" d'lons S^- els quals s'utilitzen com a donador d'electrons. Durant el 
metabolisme a les fosques, Chlorobium es capag de reduir els sulfats i el so­
fre elemental a sulñiídrlc. Aquesta respirado endógena s'ha comprovat al la­
boratori en comprovar com cultius de Chlorobium amb Fe2+ al medi, posats 
a les fosques durant unes setmanes, s'enfosquien sensiblement com a con­
seqüéncia de Taparloló d'lons sulfur 1 la immediata formado de FeS. E l sulf­
hídric produit com a resultat de la respirado endógena, quedarla en part 
"atrapat" a l'exterior de la cél.lula en forma de FeS quedant en disposició de 
ser utilitzat amb presencia de llum. També Tactivltat sulfat-reductora a la 
columna d'aigua (Brugada i Montesinos. 1987) pot aportar H2S a les cél.lules 
de Chlorobium^ 

Amb el ferro a l'exterior per captar ions S^- obvien la competencia amb el 
Fe2+ del medi peí sulfur i a mes desplacen requlllbri cap a la formado de 
mes FeS provenent del medi. Aquesta dinámica es mostra a la figura 6.26. 
Els bacteris utüitzen el sulfur Iliure que en forma de HS" els entra a l'espal 
periplasmátic (Van Gemerden. 1984). E l consum contínu fa que el balang 
quimic deis ions S^- presents al medi tingui un desplagament cap a la 
cél.lula. 

E l ferro actuarla com un intermediari en el transport deis electrons del H2S 

cap a la cél.lula. en un sistema en el que s'estableix un "steady state" o equi­
libri dinámic entre el consum deis sulfurs i la unió d'aquests al ferro de 
l'exterior. D'aquesta manera, la cél.lula apronta la combinado entre l'alta 
afínitat del Fe2+ per l'ió sulfur i l'alta velocitat d'utilització d'aquest compost 
que 11 dona el seu sistema enzimátic. 

Sota aquesta óptloa. la capacitat de les Clorobiácies d'unir ferro a l'exterior 
pot interpretar-se com una adaptado a unes condicions que es poden con­
siderar poc favorables per a elles. la qual cosa els conferirla una avantatja 
selectiva en front de les Cromatiácies. Aixó explicaria el fet de trobar. en 
tots els casos estudiats ñns ara, denses poblacions de Clorobiácies en am­
bients ferrosos extremadament pobres en sulfliídric. La selecció de Cloro­
biácies en front de Cromatiácies. pot també veure's ajudada peí fet que en 
aquests ambients el FeS contingut a la columna d'aigua extingelx la l lum 
quasi totalment. 

Les mateixes propietats envers el-ferro no semblen aplicables a les Croma 
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Figura 6.26. Representado esquemática del sistema d'utilització del ferro 
xmit a la cél.lula per a l'obtenció d'ions sulfur en u n ambient ferros, amb 
concentracions de HaS extremadament baixes. E l consum contínu de HS~ 
desplaca l'equilibri i el flux d'ions sulfur cap a la cél.lula. PS-I: 
Fotosistema I. Figure 6.26. Conceptual model of iron attached system 
used by Chlorobiaceae to capture sulfide ions in ferrous iron-rtch 
environments with extremely low concentrations of H2S. Continous 
consumption ofHS' displaces the equilíbñum and the sulfide ions flux 
towards the cell. PS-I: photosystem I. 
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tiácies. si bé existeix informació contradictoria al respecte. Per una banda, 
segons algunos proves fetes, Chromatium no és capag de clariñcar un medi 
amb FeS, tal i com ho fan Chlorobium phaeobacteroides i Chlorobium limi­
cola f. thiosulfatophilum (Rodrigo, comunlcació personal). No obstant, no 
s'ha de descartar la possibilltat que el medi amb FeS sigui excessivament 
foso per Chromatium, convertint la llum amb un factor limitant, sobre tot 
tenint en compte que aquest genere es veu afavorit per les altes intensitats 
lumíniques. Caldria dones repetir l'experiment amb una intensitat Uuminosa 
mes gran. D'altra banda. Van Gemerden i de Wit (1986) descriu en un expe­
riment en el que Chromatium, cretxent amb FeS, és capa? de desplanar 
l'equilibri cap a la dissociació de Fe2+ i S^-, i utüitzar els electrons d'aquest 
darrer. En qualsevol cas, no es fa mencíó explícita a una relació directa de 
Chromatium amb el ferro. Segons els resultats obtinguts al present treball, 
no sembla existir tal relació, al menys amb la intensitat posta de manifest 
per a Chlorobium. 

La paret bacteriana. Ja sigui deis Gram + o Gram -, té una capacitat innata 
d'unir metalls a la seva superficie. Beveridge (1986) Ja apunta la possibilltat 
d'aprofitar industrialment aquesta facultat, en observar que alguns bacteris 
Gram + del genere Bacillus poden netejar l'aigua d'ions solubles. En aquesta 
línla, les propietats de les Clorobiácies en front a altres metalls com el man-
ganés o els pesats (Cu. Pb, Hg, Cd, etc..) han de constituir, en un futur, 
l'objecte d'un estudi mes profund. S i mostressln una afinitat similar per 
aquests metalls, no fora exagerat pensar en les Clorobiácies com un sistema 
net, eflcag i barat d'eliminar passivament metalls pesants dissolts a aigües 
residuals anóxiques. 
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Tot segult es presenten les principáis conclusions d'aquest treball: 

1. Les tres cubetes estudiades C-III, C-IV i C-VI experimenten u n mateix 
patró de distribució térmica, comú per a tot l'estany, CIII i C-IV son cubetes 
meromíctiques crenogéniques, s i bé aquesta última es mésela quasi total­
ment quedant el seu monimolimnion confinat ais forats on es localitzen 
les surgéncies, amb u n gruix no superior ais dos metres. Peí contrari, C-VI 
es comporta com una cubeta holomíctica experimentant u n a mésela total 
durant el periode hivenal. 

2. E l cicle limnológic anual de les cubetes pot dividir-se en tres periodes, en 
base a l a dinámica obvservada de les principáis variables físico-químiques i 
biológiques. Les variables mesurades sofretxen variacions significatives en 
relació a aquests periodes. 

- Mésela i cárrega: És hivernal i está caracteritzat per l a 
mésela de l a co lumna d'aigua, l a circulació vertical deis n u -
trients i la cárrega superficial d'aquests com a conseqüéncia de 
les pluges, 

- Producció: És primaveral i es caracteritza fonamentalment 
peí creixement de denses pob lac ions de f i toplancton, 
Testabliment de restratificació térmica i el restabliment del 
monimolimnion a C-IV. 

- Anóxia: Compren Festiu i l a tardor amb esgotament de 
Toxigen dissolt per sota la termoclina, acumulació de sulfhídric 
i altres substancies reduides 1 aparaició de poblacions de 
bacteris fototróñcs del sofre. 

3. Les var iables que canv ien segons els periodes establerts son : 
temperatura, p H , potencial redox, concentració d'oxigen disso l t i 
concentració de Clorofi l . la a, com a indicador de l a b iomassa algal. 
L'ajustament d'aquestes variables ais periodes descrits anteriorment 
permet efectuar u n a pr imera aproximació a Thora de modelar el 
funcionament limnológic de l 'Estany de Banyoles. Peí contrari, aquests 
diferents periodes no jus t i f i quen els canvis en var iables com la 
concentració de nitrats, considerada com indicadora del nivell de nutrlents 
de TEstany, i l a conductivitat. Aqüestes dues variables responen a 
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fenómens mes aleatorís i incontrolats com poden ser les precipitacions. 

4. No es produebcen diferencies significatives entre C-VI i els mtxolimma de 
C-III i C-IV, presentant u n cicle limnológic anual comú i suggerint, per ex-
tensió, que és el mateix per a tot l 'Estany de Banyoles. Cal pensar, dones, 
que l'aigua superficial de l'Estany de Banyoles, entesa com la continguda 
en una columna de 14 metres de fondária des de la superficie, evoluciona 
de manera uniforme al Uarg del temps, independentment de l a cubeta a l a 
qual pertany. 

5. La cubeta IV, a diferencia de les altres estudiades, C-III, i C-VI presenta 
u n cicle biogeoquímic del ferro ben desenvolupat que es manifesta 
mitjantQant l'acumulació de Fe2+ al seu mionimolimnion durant la primera 
meitat del perlode d'estratiñcació. A tots els compartiments estudiáis 
(sediment compacte, sediment en suspensió i aigua) les quantitats de ferro 
son també mes grans a C-IV que a l a resta de les cubetes. Atesa l a 
procedencia del ferro, C-IV representa u n tipus mixte combinant ferro 
al.lócton i ferro autócton, acoUint u n cicle confinat en el temps i l'espai. A l 
monimolimnion d'aquesta cubeta, es produeix una alternanga temporal 
deis cicles del ferro i del sofre. Durant la primavera i el principi d'estiu s'ha 
constatat u n a acumulació de ferro soluble, el qual és subst i tui t peí 
sulfhídric després de l a precipitació del primer en forma de FeS. L a 
presencia de Fe2+ a la columna d'aigua de C-FV és deguda a dos factors 
principalment: 

(a) : Condicions de p H i redox al monimolimnion durant u n pe-
riode de temps suficientment l larg per afavorir l 'alliberament 
de ferro soluble des del sediment i la posterior acumulació a la 
columna d'aigua, 

(b) : L'entrada de Fe2+ per u n a de les seves surgéncies (S4) és 
unes 50 vegades superior a l a mesurada a l a resta de les 
cubetes i representa prop del 40 % del total de les entrades de 
ferro a C-IV. 

6. E l Fe2+ i el H2S coexlsteixen en solució en concentracions superiors a les 
esperades segons el producte de solubilitat del FeS. E ls valors de pKs os-
cil.len majoritáríament entre 2 i 3, i coicideixen amb els calculats per altres 
autors a diferents l lacs. La combinació entre aquests compostos és 
inicialment FeS amorf (mackinawita) el qual es pot trobar en suspensió a 
l'aigua, formant agregáis de mida variable. Aquest FeS amorf sofrebc u n 
procés de diagénesi peí qual es converteix en formes cada vegada mes 
insolubles de sulfur de ferro com'son el FeS tetragonal i FeaSi hexagonal. 
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7. La dinámica del ferro a C-TV pot modelar-se cinéticament a partir deis 
cálculs de les velocitats d'aport i de pérdua de Fe2+ a l sistema. A C-IV 
aquesta dinámica compren tres fases ben diferenciades que son: 

a: Tacumulació de Fe2+ a una velocitat constant, 

b: la desaparició del ferro acumulat a u n a velocitat variable, 
depenent de l a velocitat d 'entrada per les surgéncies 
(considerada constant) i de l a velocitat de producció de 
sulfhídric, la qual a la vegada augmenta al l larg del temps i 

c: l'acumulació de H2S a velocitat constant una vegada precipitat 
el Fe2+ en forma de FeS 

8. Partint de l a base que, a excepció del ferro, no existeixen diferencies sig­
niñcatives entre el quimisme de C-III, C-IV i C-VI, els parámetres físics son 
els que teñen u n a incidencia més gran en el desenvolupament deis bacteris 
fototrófics del sofre. Durant 1988, l a l l u m s'ha mostrat com u n factor 
l imitant per a l creixment deis bacteris fototrófics per sota deis 17 metres 
de fondária. Les tres cubetes mostren u n patró diferent d'estratificació, el 
qual s 'ha de considerar com u n factor dinámic en el seu cicle, mitjantgant 
el qual l 'oxiclina experimenta u n desplagament cap amunt en l'eix vertical 
del sistema que varia en funció de l a cubeta. Aquest moviment cap amunt 
de Toxiclina fa que la l lum deixi de ser u n factor l imitant, permetent el 
creixement deis bacteris fototrófics del sofre. 

9. E l s bacteris fototrófics del sofre incrementen el contingut relat iu de 
carotenoides (proporció catorenoides/bacteroiclorofil.les) com a resposta a 
u n descens en la quantitat de l lum al lloc on cretsen. Tant les Clorobiácies 
com les Cromatiácies responen d 'una mane ra s imi la r , va r i an t 
conjuntament l'esmentada proporció en funció de les condicions extemes. 

10. A l a quimiocl ina de C-fV, l a distribució horitzontal deis bacteris 
fototrófics del sofre no és homogénia, habent-se detectat concentracions 
més altes ais punts situats sobre les surgéncies. Aquest fet s'interpreta 
com u n reflex del creixement previ d'aquest microorganismes, quan el 
monimolimnion está confinat, a causa de l a mésela bivemal , al "forat" que 
formen les surgéncies. 

11. E l s bacteris fototrófics del sofre poden desenvolupar-se bé en ambients 
amb altes concentracions de ferro soluble Fe2+, malgrat que sota aqüestes 
condicions el sulfhídric (H2S) Uiure está present a concentracions 
extremadament baixes. A l inonimolimnion de la cubeta FV de l'estany de 
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Banyoles s'ha observat durant part de l'estiu de 1988 u n a densa població 
de Chlorobium phaeobacteroides sota unes condicions químiques 
marcades per l a presencia de ferro soluble (Fe^*) i l'abséncia de H 2 S 
detectable en l a seva forma Uiure. Aquest fet s 'ha observat també a 
l'Estanyol del Vilar, amb Chlorobium phaeobacteroides, a la Laguna de l a 
Cruz (Cañada del Hoyo. Conca), amb Pelodictyon clathratiforme i al llac 
Vechten (Holanda) també amb Clorobiácies verdes del genere Chloronema. 

12, E n ambients ferrosos, sovint es troba u n máxim de Fe2+ a l a mateixa 
fondária on h i ha un máxim de Bacterioclorofil.les c, d o e, evidenciant una 
estreta relació entre ambdós tal com s'ha posat de manifest a la cubeta IV 
de l'estany de Banyoles, a l 'Estanyol del V i lar i a l Lake Vechten (Holanda). 
Aquest fet pero, no es repeteix amb les Cromatiácies les quals seguetxen, 
dins els ambients citats, distribucions verticals completament diferentes 
alFe2+ 

13. Les imatges obtingudes a l microscopi, tant óptic com electrónic, 
revelen que les Clorobiácies posados en contacte amb u n medi que 
contingui Fe2+ uneixen aquest element al seu exterior. Aquesta capacitat 
no havia estat descrita amb anterioritat. La unió es produetx de forma 
passiva i molt rápida, encara que les cél.lules inactivades mostren 
dificultats per a mantenir aquest ferro un i t a l seu exterior. Aquesta 
observado es veu recolgada per la situació observada a l'Estanyol del Vilar, 
on el contingut específic de ferro d 'una població de Chlorobium 
phaeobacteroides disminuía a mida que aquesta anava despareixent 1 
essent subst i tu ida per una altra de Chromatium. Les suspensions 
bacterianes de Chlorobium poden unir al seu exterior el ferro afegit a l medi 
fins arribar a saturar-se a concentradons per sobre de 100 |iM. 

14, E n condicions de laboratori, les Clorobiácies no utilitzen el Fe2+ com a 
donador d'electrons en l a fotosíntesi anoxigénica, encara que hom desco-
neix si en presencia d'un gradient d'oxigen podrien desenvolupar u n meta-
bolisme quimioautolitotrófic, sobre tot s i es té en compte que aquest tipus 
de metabolisme pot observar-se en algunes especies de l a familia de les 
Cromatiácies. 

15. Les Clorobiácies incubados a l a l lum, son capaces d'oxidar u n a 
suspensió de FeS, clarificant el medi. Aquesta oxidació es produetx de 
forma biológica, anoxigénica i Hígada a condicions d'ü.luminació, per l a qual 
cosa es conclueíx que el FeS pot ser utilitzat fotosintéticament com a font 
d'ions sulfur per l a fotosíntesi anoxigénica de les Clorobiácies. Quant a les 
cinétiques d'utilització del FeS, la Vmax calculada per a Chlorobium phaeo­
bacteroides és mes alta que la de Chlorobium limicola f. thiosulfatophilum 
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i 1 6 . L a capacitat de les Clorobiácies d'unir ferro al seu exterior pot 
representar u n a estrategia ecológica i fisiológica d'aquest grup que els 
conferiria u n avantatge en front altres grups, per desenvolupar-se en 
ambients ferrosos. L'alta afínitat peí sulfhídric d'aquest grup un ida a la 
possibilitat d'acumular ferro al seu exterior i l'efíciéncia enzimática en 
l'oxidació fotosintética de HS" a l'espai periplasmátic, fa que Chlorobium 
pugui establir u n equilibri dinámic amb la química del seu entom en.el qual 
es produeix u n flux net d'ions sulfur cap a l a cél.lula. D'aquesta manera 
poden competir amb éxit amb l'alta afínitat química existent entre els ions 
Fe2+iS2-. 
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Programa "CALPIG" per al cálcul de les concentracions de 
pigments (clorofil.les i bacterioclorofil.les) a partir 
d'extractes acetónics o etanólics. 



El programa llistat a continuació utilitza rabsorváncia a les següents 

longituts d'ona d'un extracte acetónic obtingut segons el procediment 

descrit anteriorment. Els resultats surten tabuláis en codl ASCII, I poden 

ser incorporáis per fulls de cálcul tipus LOTUS, uíilitzats en qualsevol 

ordinador personal IBM compatible. 

10CLS 
20 LÓCATE 1.1.0 
30SCREEN1 
40 COLOR 2,1 
50 PRINT jAB(35) ,"********************************" 
60 PRINT TAB(40)."P I G M E N T" 
"70 pp |̂|\|"|* TA8(3S) * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * 

80REMSCREEN2 
90 COLOR 2,4 
100 FOR 1=1 TO 250 STEP 20 
110 CIRCLE (200,100),! 
120 NEXT I 
130 LÓCATE 20.30:PRINT"Copyright: J.G.G." 
140 LÓCATE 21,30:PR1NT"1NST1TUT D'ECOLOGIA AQUATICA" 
150 V$=!NPUT$(1) 
160 CLS 
170SCREEN2 
180 DRAW '•BH100BL200R600D150L600U150" 
190 LÓCATE 10,15:PRINT "* Aquest programa calcula tes concentracions de pigments" 
200 L Ó C A T E 11,15:PR1NT "en extractes acetonics o etanolics en micrograms per Htre." 
210 PRINT 
220 LÓCATE 13,15:PRINT "(Prem qualsevol tecla per continuar.)" 
230 V$=INPUT$(1) 
250 OPEN "PIGMENT.DAT' FOR APPEND AS #1 
260 OPEN "PIGMENT.RES" FOR APPEND AS #2 

265 DIM FO$(20).VF(20).VE(20).CB(20).!R(20),OK(20).RA1 (20).RA2(20) 
266 DfMBE(20).BD(20),BC(20),BA(20),XX(20).ZZ(20) 
267 DIMCB1{20),IR1C20),OK1(20),CA(20),BCA1(20),BCD1(20),BCE1{20), 
BCC1(20) 



270 CLS 
2 8 0 R E M » » » » » » » » » » » » » » » » » > » » » » » » » » » ENTRADA DE DADES 
290 INPUT "DATA : ".DT$ 
300 INPUT "LLOC : ",LL$ 
310 LÓCATE 18.60:PRINT "CORREÓTE ? (S/N)" 
320 CO$=INKEY$:IF LEN(CO$)=0 THEN GOTO 320 
330 !F CO$="N" THEN GOTO 270:iF CO$="n" THEN GOTO 270 
340 !F CO$<>"S" THEN PRINT "FÍXAT EN LA TECLA QUE PREMS !!!!":BEEP:GOTO 310 
350 CLS 360 DRAW "BH100BL200R600D150L600U150" 
370 LÓCATE 15,15:PR1NT "L'EXTRACTE ERA ACETONIC (A)" 
380 LÓCATE 16.15:PRINT " O ETANOLIC (E) ?" 
390 TR$=INKEY$:IF LEN(TR$)=0 THEN GOTO 390 
400 CLS 
410 S=0 
420 SCREEN 2 
430 PR1NT:PRINT 
460 FOR 1=1 TO 20:CLS 
470 PRINT l:INPUT "Fondada : ".FO$(l) 
480 ÍF FO$(l)="" THEN GOTO 840 
490 PRINT 
500 INPUT "Volum filtrat (L) : -,VF(1):INPUT "Volum d'extracte (mL) : ".VEÍI) 
510 PRINT:LOCATE 18,60 
520 PRINT "DADES CORRECTES ? (S/N)" 
530 Q$=INKEY$:IF LEN(Q$)=0 THEN GOTO 530 
540 IF Q$="N" THEN GOTO 470 
550 IF Q$<>"S" THEN BEEP:GOTO 520 
560 CLS 
570 DRAW "BH100BL200R600D150L600U150" 
580 LÓCATE 15.15:PR!NT "PENSES CALCULAR BACTERÍOCLOROFILLES SOLS (1)" 
590 LÓCATE 16,15:PRINT " O TAMBE CAROTENOIDES (2) ?" 
600 CT$=INKEY$:1F LEN(CT$)=0 THEN GOTO 600 
610 IF CT$=-r THEN GOTO 740 
620 IF CT$<>"2" THEN BEEP:GOTO 560 
630 CLS 
635 LÓCATE 15,45 
636 PRINT "ENTRANT DADES DE LA FONDÁRIA ";FO$(l) 
637 LÓCATE 1,1 
640 INPUT "A (436) :",CB(i):INPUT "A (468) :",IR(I):1NPUT "A (485) :",OK(l) 
650 INPUT "A (630) :",RA1(l):iNPUT "A (645) :",RA2(l):LOCATE 1,40 
660 INPUT "A (648) :",BE(l):LOCATE 2,40:INPUT "A (654) :",BD(i):LOCATE 3,40:iNPUT "A (662) 
:",BC(I) 



670 LÓCATE 4.40:INPUT "A (775) •.".BA(l):LOCATE 5,40:INPUT "A (830) •.",XX(1) 
680 PRINT:PRINT "En cas d'error apreta <E>" 
690 PRINT -Per seguir -¡CHRSíae);" <BARRA ESPAIADORA>" 
700 ES$=INKEY$:IF LEN(ES$)=0 THEN GOTO 700 
710 IF ES$=''E'' THEN GOTO 630:1F ES$="e" THEN GOTO 630 
720 IF ES$o" - THEN BEEP:BEEP:GOTO 680 
730 GOTO 820 
740 CLS 
750 INPUT "A (648) :",BE(I):INPUT "A (654) :".BD(I):INPUT "A (662) :",BC(I) 
760 INPUT "A (775) :".BA(I):INPUT "A (830) :",XX(I) 
770 PRINT-.PRINT "En cas d'error apreta <E>" 
780 PRINT "Per seguir -;CHR$(26);" <BARRA ESPA!ADORA>" 
790 IS$=INKEY$:IF LEN(IS$)=0 THEN GOTO 790 
800 IF IS$="E" THEN GOTO 740:IF IS$="e" THEN GOTO 740 
810 IF IS$<>"" THEN BEEP:BEEP:GOTO 770 
820 S=S+1 
830 NEXT I 

840 REM » » » » » » » » » » » » > » » » » » » » » » » DEFINICIO DE VARIABLES 
850 REM DIM A(20),B(20),C(20),D(20),E(20),F(20).G(20),H(20),L(20),M(20) 
860 FOR 1=1 TO S 
870 REM A(I)=CB(I):B(I)=IR(I):C{I)=0K(I):D(1)=RA1 (1):E(1)=RA2(I) 
880 REM F(l)=BE(l):G(l)=BD(l):H(l)=BG(l):L(l)=BA(l):M(l)=XX(i) 
890 REM » » » » » » » » » » » » » » » » » » » » » » » » » CÁLCULS 
900 IF TR$="2" THEN GOTO 1180 
910 GB1(I)=3.33*(CB(I)-(1.25*BC(I)))*(VE(I)/VF(I))*1.03:IF CB1(I)<0 THEN CB1(I)=0 
920 IR1(l)=3.33*(IR(i)-(1.769*BD(l)))*(VE(l)/VF(l))*1.02:IF IR1(i)<0 THEN IR1(I)=0 
930 OK1(I)=3.33*(1R(I)-(.05*BA(I)))*(VE(I)/VF{I)):1F OK1(i)<0 THEN OK1(1)=0 
940 CA(I)=(15.6*(BC(I)-XX{I))-2*(RA2(I)-XX(I))-.8*(RA1(I)-XX(I)))*(VE(I)/VF(I)) 
950 IF CA(l)<0 THEN CA(l)=0 
955 IF BD(I)>BC{I) THEN CA(l)=0:IF BE(I)>BC(I) THEN CA(l)=0 
960 BCA1(1)=25.2*(BA(I)-XX(I))*(VE(I)/VF(1)):IF BCA1(I)<0 THEN BCA1(1)=0 
965 ZZ(I)=XX(I)+.004:IF BA(I)<ZZ(I) THEN BCA1(I)=0 
970 BCD1(l)=10.2*(BD(l)-XX(l))*(VE(l)/VF(l)):iF BCD1(1)<0 THEN BCD1(1)=0 
975 IF BC(I)>BD(I) THEN BCD1(I)=0:IF BE(I)>BD(I) THEN BCD1(I)=0 
980 BCE1(I)=10.2*(BE(I)-XX(I))*(VE(I)A^F(I)):IF BCE1(I)<0 THEN BGE1(I)=0 
985 IF BE(I)<BC(I) THEN BCE1(I)=0 
990 BCC1(I)=10.5*(BC(Í)-XX(I))*(VE(I)/VF(I)):IF BCC1(I)<0 THEN BCC1(I)=0 
995 )F BC(l)>BD(l) THEN BCC1(I)=0 
996 IF BCE1(1)=0 THEN IR1(I)=0 
997 IF BCC1(I)=0 THEN CB1(I)=0:ÍF BCD1(I)=0 THEN CB1(I)=0 
998 IF BCA1(I)=0 THEN OKI (l)=0 



1000 NEXT I 
1010 CLS 
1020 IF TR$="A" THEN U$="ACET0NA":1F TR$="E" THEN U$=-ETANOL" 
1090 PR1NT#1,DT$;" / ";LL$;" ^EXTRACTE "jUS 
1100 PRINT#1,"Fond A(436) A(468) A(485) A(630) A(645) A(648) A(654) A(665) A(775) 
A(830)" 
1110 
PRINT#1," 

1120 FOR J=1 TO S 
1130 PRINT#1 .USING"##.#";VAL(FO$(J)); 
1140 PRINT#1.USING" #.### #.### #.### #•### #•### 
";CB(J):IR(J);0K(J);RA1(J);RA2(J); 
1150 PRINT#1,USING" #.### #.### #.### #.### #.###";BE(J);BD(J);BC(J);BA(J);XX(J) 
1160 NEXT J 
1170 
PRINT#1." 

1190PRINT#2. "Fond CLORB IRNTE OKENA CLORa BOL-A BCL-D BCL-E BCL-C" 
1200PRINT#2," 

1205 FOR K=1 TO S 
1210 PRINT#2,USING"##.## ###.### ###.### ###.### 
";VAL(FO$(K));CB1 (K);IR1 (K);0K1 (K); 
1220 PRINT#2,USING"###.### ###.### ###.### ###.### 
###.###";CA(K);BCA1 (K);BCD1 (K);BCE1 {K);BGC1 (K) 
1230 NEXTK 
1240 
PRINT#2" 

1241 DRAW "BH100BL200R600D150L600U150" 
1242 LÓCATE 11,15:PRINT "* Vols continuar amb el programa ? " 
1243 LÓCATE 13,15:PRINT " (S/N)" 
1244 CP$=INKEY$:iF LEN(CP$)=0 THEN GOTO 1244 
1245 IF CP$="S" OR CP$="s" THEN GOTO 280 :IF CP$<>"S" THEN BEEP:BEEP:GOTO 1244 
1246 IF CP$<>"N" THEN BEEP:BEEP:GOTO 1244 
1250 GLOSE #2,#1 
1260 SYSTEM 
1270 END 



Annexe 2: 

Programa "MODELFE" . Estimació de l a concentració 
máxima de Fe^* al monimolimnion de C-IV a partir de l a 
biomassa algal préviament acumulada. 



MODELFE 
Model funcionament del cicle del ferro a C-IV 

10KEYOFF 
20 SCREEN 2:GLS 
30 REM " " " " EIXOS DE COORDENADES 
40 INPUT "INTEGRACIO OLOR 'A' (mg m-2): ";A:CLS 
50LiNE(10,0)-(10,172) 
60 LINE(15,172)-(700,172) 
70 UNE(15,OH700,0) 
80 LINE(610,0)-(610,172) 
90 FOR M=2 TO 80 STEP 5 
100 LÓCATE 22,M:PR1NT CHR$(124) 
110 LÓGATE 23,M-1:PRINT M-2 
120 NEXTM 
130FOR W=1 TO20 STEP 3 
140 LÓCATE W.1:PRINT (22-W)*4 
150 LÓCATE W,75:PRINT (22-Wri5 
160 NEXTW 
170 LÓCATE 21,60:PR1NT "Temps (dies)" 
180 LÓCATE 5,5:PRINT "PIG INT= ";A; "mg/m2" 
190 REM ACUMULACIÓ DE FERRO " " " " " " 
200 FAC=(70*A)/(60+A) 
210 FOR 1=0 TO 400 STEP .5 
220 Fl =.77*1 
230 IF F1>=FAC THEN GOTO 280 
240 PSET(21+10,172-Fr2) 
250NEXTI 
260 REM DESAPARICIÓ DE FERRO " " " " " " 
270 X=0 
280 FOR J=0TO 400 STEP .5 
290 F2=FAC-{.5*J) 
300 IFF2>10THENX=JJ 
310IFF2<=0 THEN GOTO 350 
320JJ=I-KJ 
330 PSET(2*JJ+10,172-F2*2) 
340 NEXT J 
350 REM ACUMULACIÓ DE SULFHÍDRIC 
360 REM Pendent calculada "a uH" assumint valor de b=0 



370 SAC=5.73*A 
380 FOR K=X TO 400 
390 S1=2 5*{K-X) 
400 IF SÍ>=SAC THEN S2=S1:G0T0 430 
410PSET{2*K+10.172-Sr.535) 
420 NEXT K 
430 FORT=KTO 1000 
440 PSET(2*T+10,172-S2*.535) 
450 NEXT T 
460 LÓCATE 7,5:PR1NT "FE AC: "¡FAC;" uM" 
470 LÓGATE 7,25:PRINT "t= "; l ;" dies" 
480 LÓCATE 8,5:PRINT "H2S AC: ";SAC;" uM" 
490 LÓCATE 8,25:PRINT "t= ";K;" dies" 
500 V$=INPUT$(1) 
510 END 
520 SYSTEM 



Annexe 3: 

Fitxers de comandes per al programa BMDP-PAR 
1. Cálcul parámetres adsorció Fe^* a Chlorobium 
2. Cálcul parámetres cinética d'acumulació de Fe^" a C-IV 



/ P R O B L E M T I T L E = ' M O D E L A P A R I C I O D E L F E R R O A C - I V . 

/ I N P U T V A R I A B L E S = 2 . 
F O R M A T = ' { F 6 . 2 , F 3 ) ' . 
F I L E = ' D I N A M I C A F E . D A T » . 

/ V A R I A B L E N A M E S = F E R R O , T E M P S . 

/ R E G R E S S D E P E N D E N T = F E R R O . 
P A R A M E T E R S = 1 . 
C O N V = 0 . 0 0 0 0 1 . 
T O L = 0 . 0 0 0 1 . 
T I TLE= »D INÁMICA F E R R O A C - I V . 

/ P A R A M E T E R I N I T I A L = 0 . 
M I N I M U M = - 1 0 0 0 . 
MAX IMUM=1000 . 
N A M E = K . 

/ F U N F = 1 5 2 + ( 1 . 2 6 * T E M P S ) - { ( K / 0 . 0 1 8 ) * E X P ( 0 . 0 1 8 * T E M P S + 1 

/END 



/ P R O B L E M T I T L E = ' A D S O R C I O D E F E 2 + P E R CHLOROBIUM». 

/ I N P U T V A R I A B L E S = 2 . 
F O R M A T = ' ( F 4 , F 6 . 2 ) ' . 
F I L E = ' A D S O R F E . D A T ' . 

/ V A R I A B L E N A M E S = F E R R O , F E B A C T . 

/ R E G R E S S D E P E N D E N T = F E B A C T . 
P A R A M E T E R S = 3 . 
C O N V = 0 . 0 0 0 0 1 . 
T O L = 0 . 0 0 0 1 . 
T I T L E = ' F E B A C T v s . GONG. F E ' . 

/ P A R A M E T E R I N I T I A L = 1 0 0 , 5 0 , O . 1 . 
M I N I M U M = 5 0 , O , O . 
M A X I M U M = 1 3 0 , 1 0 0 , 5 0 . 
N A M E = Y M A X , K S , Y O . 

/ F U N F = { Y M A X * F E R R O / ( K S + F E R R O ) ) + Y 0 . 

/END 



Annexe 4: 

Dades numériques deis mostreig efectuats a C-IIl, C-IV i 
C-VI durant 1988 i 1989, 
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ê  UJ NI 

U l P P 
o o o 

to 
4> P P 

P P O P P P P O 
o o o o o o o o 

O O o 
o o P 

o o o o o o o o o o o 

o o o 
o o o 

UJ 03 
P UJ v i 

o P p P P P P 
o p p o o o o 

01 

C3 o o P o o 
p p p p p p 

U J P O O O O O P P P P P O 

P P P Ú J U J U J U l U J U U J 
O P O U J U J U J O U J O U J 

ÚJ UJ UJ : UJ io 
UJ eo UJ ; eo 
eo to eo ÚJ eo CAJ eo 

O O O U 1 U J U J U J U J U 3 U 1 

O O O O O O O O 
O O O O O O O O 

P O P 
P O P 

O O O O O O O O O O O 

p p UJ 
p p UJ 

UJ 
eo I 

p o UJ > 

UI t ; i NI 
p en e;i 

4> UJ eji 
P UJ UJ 

i UJ 
' M UJ H 
> 4> U l eji 

v i o o 
U l o o 

o p o p p p o p 
o o o o o o o o 

P O P 
o o o 

( - « O O O O O P P P P O O P P 

o ÚJ U l 
P UJ UI 

ÚJ 
UJ UJ 

p UJ P 

(31 O P P P P P 
UJ P p P P P P 

O P P P p o 
O P P P P O 

t o to 
v i to U l N J P P P O P P P P O 

o p p u j e o u J C D U J O i u j 
p p p u j e o u j | O U J 4 > e o 

p ID VO p %0 VO éo 
UJ (O eo UJ LO UJ eo PPPUJUJUJUJUJUJeO 

P O P 
O O P 

o O o 
O O O 

o o o o o 
o o o o o 

o o o UJ 
o P P to UJ 

P O P 
p o p 

UJ UI 
UJ Ld UJ 

P P U l 
P P UJ 

eo o 
U3 to o 

UJ P v i 
v i CD * 

o P P 
P O P 

UJ UJ en 
VI UJ 01 

o o o 
O O P 

v i o p 
03 P P 

p p p 
O O O 

p o 
O p 

p 
o 4> 

o P 
o P 

UJ UJ 
UJ UJ 

o P P P 
o o o o 

eo ÚJ eo 
U l UJ U3 UJ 

o o o 
o o o 

UJ en 
(-• UJ UJ 

o UJ v i 
o UJ 03 

UJ 
i - j UJ 01 

en OÍ 
en v j v i 

o 
~ - i o 

eji p P p 
01 P P P 

UJ UJ 
o UJ UJ P 

o o o o 
o P P P 

UJ UJ UJ 
UJ UJ p UJ 

p o o p p u j u j e o u j u j u j u j 
o o o o o e o u J k O U J U J e o e o 

\o ( j j e o i l o L O t o i e o eo 
e O P U J U J P U J U J U J N J U J N J U J 

P O P 
P O P 

o O 
o o O 

P P P * UJ 
o o o 4» eo 
o o o o o 
o o o o o 

eo UJ 
UJ v i UJ 

o o o 
o o o 

UJ DJ o 
UJ en o 

O O P 
o P P 

p p p 
o o o 

o o UJ 
o o UJ I 

UJ 
. UJ UJ UJ 

o o o 
o o o 

o 
M o 

o 01 
o 01 

o o 
o o 

UJ ÚJ 
UJ UJ 

o o 
o o 

M UJ eo UJ 
UJ (O eo UJ 

o o o o 
o o p o 

03 ú l UJ 
UJ UJ UJ 

p o o 
o P P 

P eo CD 
UJ UJ OJ 

P UJ 
p UJ en 

U l 01 P 
o 01 P 

t-" p 
v i 01 P 

U l UJ UJ * 
UI U l UJ UJ 

eo UJ 
to UJ UJ w 

UJ eo en UJ 
UJ UJ P UJ 

ú l UJ UJ 
UJ UJ p UJ 

UJ en 
UJ H 

U J U J U i e o u j u J O i u j r f * e o 
( D u i e o u j t o u j o i t o o i t o 

LO Ú3 1̂  ÚJ UJ LO 
LOOlDLOMLCLOLOOlLDenUJ 

v i o o 
01 o P 

o o 
M o p 

O o o o o 
o o o o o 

o P P O O 
o o o o o 

o o o 
O O P 

P O P 
o O o 

P P UJ 
o P LD 

P P UJ 
P o LÍJ 

v ! p N ! 
DJ 03 U l 

UJ 
LO CO v i 

v i UJ v i 
03 UJ DJ 

UJ 
03 L0 en 

eo eji p 
UJ M p 

M p 
LO o p 

o o 
o p 

o o 
o o 

o P 
p o 

o o 
o o 

o o o o 
o o o o 

o o o o 
o o o o 

o o o 
o p o 

P O P 
o o o 

o UJ DJ 
p eo p 

p UJ en 
p U J e j 

03 U l p 
en UJ p 

vj tn o 
V-* w p 

iP» UJ LO o 
to LO LO (n 

UJ to 
01 UJ ID NJ 

UJ UJ VD UJ 
LO LO M UJ LOLOLJJLDOeOLDLOOXDoeO 

L O H u j L o c n u j L O u J u l u J u l U í LO LO LO < 
LO UJ to LO 1 

L D L O L O L O L O O i L o c n e o 
l L l j L D l - ' U J L D l O e > J L O O l O 

03 o P 
v i o P 

O O O O o 
p p p p p 

o o o 
o o o 

o P UJ 
o o UJ 

v i v i UJ 
CD v i lO 

to UJ DJ 
to UJ to 

* • en o 
U l UJ o 

o o 
p o 

o o 
o o 

o o o o 
o o o o 

o o o 
o o o 

o UJ 01 
o UJ 4» 

co p o 
U l v i o 

CD UJ lO o 
U l eo UJ DJ 

UJ UJ to UJ 
UJ LO o UJ 

eo o 
UJ NJ 

L O i o L o e O L O L O C o u j v j i ^ 
e i J U j m u J L O L D L J J L O H L O 

o 

o 

e 
o 
GD 
o 



' ' . ' - ' • .vVÍ ' -

rocomrocacnmmcQPCocaDaD3mrocaíXJtiicncocaD3CQm03CnD3cab3D3í33P 
c o D 3 c o t 0 a 3 m í B D 3 O 3 O 3 C B C Q r a c a D 3 C Q C a c D C o c o D 3 C o c o a 3 D 3 m D 3 c a o 3 í 3 a c o D 3 c a c n m 
M t - ' l - ' t - ' t - ' M i - i M M M t - ' M M M M M M M M W H ' M M ^ - ' M I J ^ ^ ' M M M M l - ' M l - ' M M I J M M t - ' ^ 
N J t J K J t J I O W W M i a W t J W K I M W K l W W M W O O O O O O O O O O O O O O O O O O O O O U Í l O l J P U j I S l S 
( J ^ J H ' M M M M M M M M M W M M ^ - ' ) - ^ l - ' ^ - l ^ - ^ O O O O O O O O O O O O O O O Q O O O O O i - ' ^ - • ( - ^ ^ - ' M I - > ^ - • 
M H M h - ' H ' i - ' H ' M M H W i H M i - ' M H ' M f - ' M i - ' t p c n p m c n c n e r i í p a i m c n c r i m c n c n m a i C T i m 

J ; ' H M H ' Í - ' M H ' Í - ' H I - ' U ' I - ' ; 

o o o o o o o o o o o ; o o o : o o o , o o o t J i o o o o o o u i o i o o o i D o o o o o ' o o o b o o t D o o b i 

" U l » í 5 » U J h J H O p 3 v 4 £ 7 l L n , ^ U J t a 

w u í w i _ i w t - J i » í t - i u i w o o o o o o O O O ' o O O b O O t D O O Ü l 
o p o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o 

M V - ' M M M H M M h - ' l - ' 
U 5 P - J P P * . U J I 0 H » O ' 

o o o o o o o o o o o ; o o o : o o o ! o o o p o o 
o o o o o o o o o o o O O O O O O O O ' - ^ ' " ' " " 

W H M I - ' : p M H ' W M H ^ H - ( - ' h - ' W h ^ ' ^ - ' t - ^ ' f ~ < M ^ - ' M l - J Í - ' H ' l - - ' M W W W Í - ' H ' H - ' *4»hJMPPWCnroPPPPPpD3PmpmpWbOWMNlMIOWU*>U!<)MvJM-OvíSl-J^*^ 
P W P U J . ^ v 4 v i v J v J v J v J . ; v | v 4 v J ^ v i v í v í ' £ O P P P P P Í P N 4 p b 3 P P P U 3 p 

i • p t - ' M i - ' l - ' M t - ' l - ' l - ' H t - ' l - ' 
M t O K J K 3 P v J v J v J v J v 4 v J v 4 - H j v j : v 4 a i p P P p P l J l P P P P P » f » t ; ! . t O W M 

i : U l W 1 0 t J C 0 P p * i 4 : . p t J t 0 M K I K l W 4 » O O 1 0 U J 
I P O O p O O p O O p O O O O O O O O b o p 

i«J ™ l-sj —4 VJ VJ VJ VJ 
o o o o o c n p c n p p p 
o o o o o p p p p p p 

j ™ J H ' t - ' H H M H H W P M t - ' H M H » H 
H t O t O H M M M H H U J ' v J v J v J v J v J P 
p o o p p p t j i p p u a p p p p p p 
o o o p o o o o o P o o o o o p 

p(J^JH^-'Mt-''Mt-'^-•P^J^JM 
INMMÍOWtJtOtOMPMMH 
l » í - v J v i k 3 M K Í K J » J í s . 5 í n f ^ ( " l ( - ^ 

l _ i H t - ' M ) - i | - > H i l - ' ( - > l - " M ! p M M W H ' H M H M H l - ' " - ' H H ' H W H < M M t - ' » - - p K ) [ J M t g M K ) 
P U I ¿ * O O O O O O O U 3 P l D p i i l l O P P P p a ! p p p a n v l p U I W W N M M M W t J t O l O t J P M M M H I - > 0 
v l v J p p * • ^ I ^ J W ^ J ^ a ^ J ! v 4 u l t J l U I O O O * 4 » p o o o ^ - J O O M p ^ 3 P U l J - v 4 v l ^ 3 M ^ ! ^ J t J ^ J P o o o o o P 
P W W ^ J M o o o o o o p p p p u u > - ' P m P ^ J u 3 p * . p p 4 » ^ J p * . M i J 4 » ^ J l o ^ i J l J p ^ ú u ) p m m m m m l ^ 

P t A j ' v j v i P v j v j v j v j v j v j l w u s u j p v j v j ' t o w K i p u j u a P p p p p v j p ü i í ^ 
W W v J v í l O ( O K ) K l K 3 W N 3 P b J M W P p p * . r f » p U J O J p t _ . U l U l v J p p * o 
o o o o o o o o o o o p o o p o o p o o p o o o o o o o o p o O ; . v . w v . w v 

W h J M M M M ^ h ^ M h - ' M M M Í - ' M H ' p W M ' M M M i - ' M M i - ' O o b o O p O o b o O P 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 " o O O P O O O O O O O O P U 3 U 3 P U Í U 3 p U 3 l i 3 P U l l X l b O C 1 0 Q C - i C r-t t-^ /-^ r~t t—i i~> f-^ ^ in f-^ n ^ ^ ^ ^ m ̂  .^ . .~ i ^ . ^ . ^ .^ ^ - ^ —^_ 

v 4 v l K ! ( J ! > J K ) t J W U > O O O O O W 
* . t - ' p i í ) U 3 P P U 3 P P P p P t n p 

W u j i o P w u i b i p w p u i p p p u i i d 
P P P P P P E J 1 P P P P P P C 3 C X Í P 
p o o p o o o o o p o o o o o o 

OOOOOOOOOOOOOOOOOOOOPOOOOOOOOPU3U3PUÍU3PU31Í3PU1IX|POOOOOO 
o o o o o o o o o o o o o o O O O o O O P O O O O O O O O O U ) U 3 P P U 3 P I O U 3 U 3 P 1 X 1 U ) 0 0 0 0 0 0 
O O O O O O O O O O O O O O O O O O O O P O O O O O O O O O U 3 U 3 P P U 3 P U ) í i 3 P l ¿ í a 3 t O O O O O O O 
o o * ' * r f > 4 > 4 » i f i M > * 4 > ' * í > * . : í > u i u u J U J u i P u i p t n i j n P W P i f t H u ! v i p p 4 > * » * 4 » U » i P 4 > p - O v j 

P P * . 4 ^ M U I L 3 I P P W U I > J M l - ' M m P v J l J u l J X > P 0 i a i v 4 P p o W P W P U I l - J 1 X l v 4 v 4 v l k j v l v 4 p v 4 v J v l 
W M U l P P p m p p p p p P p p l 0 l 0 U I U ) U ) P h J M H P H J H O r f - U I U U 3 O m u J Í - - ' M H ' H H t - J P P P P U I p i d 
P P N3 U) 
U3 P ti3 P 

p ijD U J m 

p p p m 
P UJ v J UJ 

P UJ O UJ 
UJ P Ü 1 p 

UJ P U J p 
UJ UJ p UJ 

U l p UJ 
t o w UJ 
U l p UJ 

m OJ UJ 

v J S J UJ 

v J OJ UJ 
H UJ 

P p UJ 
UJ UJ UJ 

U p 
UJ p 
i-* p 

td p 

v i p 

v i P 
UJ p 

UJ p 
UJ p 

UJ P .UJ 
p p p 

UJ Uf P 

UJ t o ; p 

P v J P 

p v i p 
UJ p p 
UJ UJ P 
UJ UJ p 

U) W p UJ 
UJ UJ UJ U J 
U l UJ P p 

p UJ ;uj p 

P v i p UI 

U l v4 ;uj UJ 
UJ p p U J 

P UJ . p UJ 
UJ UJ U J U J 

W P P 
U l U J u t 
*> U J UJ 

P P UJ 

v i ¡UJ P 
• » • 
v i i o UJ 
t o P UJ 

UJ M J P 
P U l UJ 

U l P P U l 
4^ P UJ 4 * 
W P UJ u 

I 

U i U l 

U l o 

I ! l I 
U i p ^ P U J t O P U J 
^ ^ • P P M p u J p p p 
u i H t J o p u j o p u j 

1 

frO U l p 
v i P U l 
ra u ! UJ 

bO U J p 
v i UJ UJ 
4> UJ UJ 

v J P UJ 03 

• • o i P L o p i n p p p p p L o i o v j p p v j p u j 

M r f s - P v l H t O U J P U J P P t O p p u j P p 

i 
v J P p 

e n p U J UJ 
p p UJ U l 

UJ P UJ 
P P UJ o 

P P U J U l U J U J U J U J P P p P u j t O P U J U J U J P U J P P O 

P U J 
M Í O 

o O 

o o 

p P p p p u j M p p 
u í p 4 * p p u j w p p 

o o o 

o o o 

v i U J U3 tJ UJ U3 
v i P UJ 
o P U l 

o o o M M U J 

o o ü l v i p o 

1 UJ D o 

tsJ P P 
p p p 
ro p UJ 

U l io P 

v J p p 

p p m 
P P U l 

io 
o p o p p UJ 

u j i o u j u j o o t j i o o 
p UJ , 
UJ p o o 

UJ p o o 
P P o o 

p p 
UJ P i 
p p o o 

p p o o 
p p o o 

p p ; p 
p p H UJ 
P p - o UJ 

p p M p 
p p p p 

UJ 
o o UJ 

o o UJ 
o o UJ 

UD 
UJ 

o p UJ 

o t o UJ 
o p UJ 

UJ P 
p p 

UJ p 
UJ p 

p 
M P 
UJ p 

to p 
p p 

UJ UI 

UJ o p 

UJ o UJ 
P UJ p 
UJ p 
P H » P 
p p p 

p t- l p 
p p p 

UJ UJ UJ 
P o UJ p 

UJ o p UJ 
UJ M P P 

U3 U J t o 
UJ f~» UJ U3 
UJ v i p U J 

UJ p U J p 
UJ p p p 

U J UJ 
o p P 

o P UJ 

p p p 

io UJ 

U J P 
P P UJ 
m U J p 
•vi P UJ 

to : 
I-" o o 

p o o 
o o o 

UJ 
p 

p p 
p p . _ 
p p t o p 
P P H* P 

U l P o P 
p p t o p 

p p p 
UJ P M UJ 
p p p p 

p p p p 
p p p p 

p p i p 
U l p t o p 

p p p p 
UJ p P p 

o o b o 
o o o o 

o o o o 
o o o o 

o o o o 
o o o o 

o o o o 
o o o o 

to • 
• t » b o 

t o o o 
P p o 

o b o o b o o b o o b o 

O O O O O O O O O O O O 
O O O O O O O O O O O O 

O O O O O O O O O O O O 

O O O O O O O O O O O O 
O O O O O O O O O O O O 

i o UJ 
o P UJ o 

o P U l o 
U i p U J o 

P UJ UJ 
P UJ UJ 

U l P UJ UJ 

P P UJ UJ 
t o P UJ UI 

i o UJ H" 
P UJ o 

o p UJ p 

o i o UJ 1-" 
o P UJ o 

P U J v i 
P UJ p 
p UJ ro 

o P UJ p 

o P UJ o 
o P UJ o 

o o o o o o b o o b o o b o o b o 

o o 
p o 

io 
UJ 
p o I 

i o o 
P o 

U 
o o 
o UJ 

p o 

k l p 
o p 
o w 
#• p 

o o 
o o 

o o o 
o o o 

o o o 
o b o 

o o o o o o 
o o o o b o 

i o UJ P p 
i o UJ p UJ 

i P U l *pfc i o p 

M P UJ o P UJ 
o P UJ p p p 

o o o 
o p o 

b p 
UJ UJ 

P p UJ 
• > > 
ra i o p 
p p p 

o o o 
o o o 

UJ p 
p p 

P P U J 

ro P P 
O Í P UJ 

M l-J H 
o p H 
t-J p H 

UJ M P 

o p o 

p <1 * » 
P o H 
P O P 
P H P 
O b O 
o o O 

P : 

p o o o o O 
s i O o o D O 
o o o o o o 

o o o o o o 

o o o 
o o o 

o o o 
o o o 

M O O O O O O O O O O O 

rooooooobooboobo 

O o o o O O 
o o o o o o 

o o o 
o o o 

o o o 
o o o 

P UJ 
UJ UJ 

o u j u j o o o o b p p o o o o o o o o o b o 

o o o 
p o o 

; UJ 
P UJ 

UJ v i UJ 
l o o UJ 

o o o 
o o o 

o o o 
o o o 

o o o 
o o o 

o o o 
o o o 

o o o 
o o o 

p p 
U l P P 

t o p p 
ro U J UJ 

o o o 
o o o 

o o o 
o o o 

o o o 
o o o 

o o o 
o o o 

o o o 
o o o 

UJ U J 
P P UJ 

* • P UI 
t o UJ UJ 

o o o 
o o o 

o o o 
o o o 

o o o 
o o o 

o o o 
o o o 

o o o 
o o o 

UJ p 
P ;UJ U3 

4 » P U J 
f-" P UJ 

o o o 
o o o 

o o o 
o o o 

o o o 
o p o 

o o o 
o o o 

o o o 
o o o 

P UJ 
P P UJ 

ffl i o UJ 
o U J UJ 

o b o 
o o o 

o b o 
o o o 

o o o 
o o o 

o o o 
o o o 

o P P o 
o P U3 o 

b o o 
U I p o o 

p b o o 
ra o o o 

o o 
o o 

o o 
o o 

o o 
o o 

o b ll» 
O O P 

o o o 
O O o 

o o o 
o o o 

o o o o ; 

o o o o t o t o t o t o í * 
o o o o 
o o o o 

o P UJ w 
o UJ U J u 

o P U J UI 
o P U J o 

t o M 

t o t o 
> j ro 

p m 
o *> 

* . W ! 0 
t o t o UJ 

t o U l p 
v i o ro 

o w o 
w p t J 

t-" o 
* • o 

o o 
o D 

o o 
o o 

o 
P o 

ro o 
U l o 

p o 
u o 

t o o 
UJ o 

o o o o 
o o o o 

o p p 
o p p p 

o M P P 
o U l UJ UJ 

o o o o 
o o D o 

o o b o 
o o o o 

o o o o 
o o o o 

o o o o 
o o o o 

o b o 
o o o 

P UJ 
t J P UJ 

W b UJ 
P UJ p 

o b o 
o o o 

o o o 
o o o 

o o o 
o o o 

o o o 
o o o 

o o o 
o o o 

UJ P 
t o p p 

P P UJ 
v i UJ UJ 

o b o 
o o o 

o o o 
o o o 

o o o 
o o o 

o b o 
o o o 

U l 
o p o 

o i o o 
o p o 

p 
p 

p P o 

m p o 
p p o 

b 
P M 

o P U i 

o P v J 

o p o 

p 
• UJ 

UJ p 
o p * • 
o b u n 
o p 

b UJ 
P U I 

o P p 

o P P 
o p p 

b o 
t o p o 

I-" o o 
w o o 

o b 
o UJ 

o p p 
o p U l 

o b U J 
o p i~* 

o b U l 
o P 0 3 

1 I 
t o S-" t-" l-i i 
o ro * * i 
P P UJ t o p 

p p p b 

v i v i s i v J i o 

o o o o i-" 
w w 4- t j i i o 

o o o o p 

o o o o p 

o o o o b 

o o p o o 
o o o o o 

o o o o p 

o o o o o 
o o o o o 

v i v J v i v i v i 
P o H v i o 
*> p l -J p 
o o o o o 

v i *> m p M 
UI p w m 

* p U l U l M 
o o o o o 

l-J H H ( O M 

t o P o M v i 
s i t o UJ P P 

o o o o o 
o o o o o 

o o o o o 
o o o o o 

t o UJ t J U l p 

| ^ o UJ p I-" 

t o M UJ U J 4:-
W U l U i U l (jt 
UJ o VI v i o 

UJ M U i 4 * P 

m t- l UJ U l s 



GVI 1988 

O O O O O O O O i 

o o p o o o o o o o u s 

ÍD 03 n> 
03 03 03 
O O o 
M to to 
H M 
0 1 0 1 0 1 

03 m 03 CD 
co ta co 03 
o o o o 
f-» M H 
to (O l o t o 
t o t o t J t o 

t o M o 

b o o 
p o o 

] M t-» 
l o o o 

03 o t o 

H M H 
O H 0 0 3 ^ C n u i 4 > . U l t J H 

O i 
o I 

o p o o 
o o o o 

I I 

^^Mptotowwtj!Njuícap303tsEDcaa3Coco£DtocacaCDotoou3to¿OiovDcaco 

* > 4 » ¡ ^ r f » * ' * > * 4 » ^ 4 » n 3 C D t o c D c o t a B 3 D 3 c a c D D 3 b 3 0 3 c a b c n c a m c n o i i r i o i c n b ^ a i 

lJll;lmLnUtLJlCaD3D3OOOOOOOOOOOOOOOOOCa03 03 03 C 3 C D S ) 0 1 
o o o o o p o o p o o o o o o o o o o o o o o p o o c o c a c o c a c a o t o 4 » 

^ H » > - » i - ' M t - * H - » H - » » - » H > - » » - ' t - » > ~ » H » K J ( - ' » - * i 
ü i u i u i u i u i l j i O i o i C T i o o p o o o o o o o o o o o o o o í x i c n c o É a c a c n c a c a 
^ v J > í ^ ^ ^ j - t O b O U J l O L O W U J L O U J i O U J U J U I U J U J U I t O t O U l U J U J l O U I t O t O ( - - » UlLJIUlUlUJ^O-Oíf*»-'MHMHMh-'MHH»Wt-'>--'l--'MUÍOpD3C003 0 3 C O h - ' l - - ' 
U l U l t n v O U J l O U I h J O U / L n Ú l O l U l U t l j n W l W i n u i t n U l U l Ú l V D w í ^ Ó i m C T l C ^ 
l 0 t J t 0 - 0 - s l S l t a u 3 ( ( » U 1 * . * . * . 4 ' > l » * * ' # > r f > ' * ' t f > * > * - A * > l X ) U I l J I U l U I U ! O O t 0 
COQ303t - ' ( - ' ( - ' tO -dMCnoOOOOOOOOOOOOOI-»tOCDmUtlJlU1üJCÍl lO 

I (_i H M M 
I t-" H M (O 1 >J 

1 t n CD 03 to u3 o 

01 01 01 01 
Ul LJI Ul Ul 
01 01 en en 

03 ba - o ^ 
o o U3 U) 
M H U3 -o 

^ i o en U l 
UI 131 UI 
t-" H co W 

' M H H M H I-' I i j ^ í - i t - ' M H W M K ' l - ' i 
' M t-* M I-* H I 

o o c D o ó p o o o o o P o o P o o P o o o o o b o o o o o b o 
O O D O O O O O O O O O O O O O O O O O O O O O O O O O O O O 
O O O O O i D O O O O O d O O O O O O O O O O O P O O 
O O O O O O O O O t O l O L O U J U J U J U J U J U l W U J L ü U J U I U J W W 
t n c n o i u i u i ü í e n ^ k t o u i ' O M ^ - O ' v í s ^ ^ - o s ^ M - o ^ o u i w 

OOOOOD4»UJÍO^CDCnCDC3COa3CDD30DCOCOCD03eD^01 
W U J 

10 

U3 CD 

t o 10 10 UI 

^ U3 

U3 to 
un ID 

U3 ID 
U3 U3 

ID - J 
t • 
u3 m 
ÍD W 

io ID 
ID UJ 

U3 U3 
VO VD 
U) | D 

U l i o 

VD b 

UJ VD 
VO VO 

U3 b 
VO U l 

VD 
#• V0 
o U3 

t J U3 

~J VD 

VO LD 
10 VD 

VD VD 
LO VD 

UJ 
VD 
LO O 

b t o 

b 

b VO 

Vfl u 
b U3 
U l VD 

VD VO 
UD t o VD 
VD * • LO 

UJ t o VD 

U l -O UJ 

UJ t a UJ 
VD o U> 

LD (-• M 
VO t-- M 

H* VO VO 
t o VD LO 
M U3 LO 

VO UJ UJ 

-O U3 LO 

CD U3 VD 
CO VD VD 
i-J M H 
tO (O M 

UJ VD 
N) UJ U3 
U ) UJ LO 

CU 10 U 3 

LD VD 

VO 10 VD 
O VD ID 

i-» H W 
t o tO l O 

L D V D V O V D L D Í O t O V O b v D L D O > f . O > P * U 1 C a 0 1 U l 

U3 U) 
LD U ! 
U3 UJ 

UJ UJ 
UJ LD 
UJ VD 

U3 UJ O i o VO 

LO VO *0 VO VO 

VD ID U3 I 
VD VD i 

i VO UJ 
' VD VO 

t o M H " 

f-" -O LO 

U J 
O U J 

O VO 
1̂ 1 U J 

U J 
VD U3 
UI U3 

O VO 
O VO 

UJ 
VD O 

LO O 
VO O 

b 
VD VD 
VD U l 

VD O 
VD O 

U) U) 
LO Uj 

UJ b 
VO 10 

VO b 
VD LO 
VD LD 

10 b 
UJ Í D 

U3 O U l 

t- i u3 
O U J 

VD 
VD U3 
VD VD 

O UJ 
o ID 

U J 

U J O 
U J O 
U J Ul 
b M 
VO t o 
ID o 

10 o 
iO o 

LO i LO 
UJ o U3 

LD b LO 
VD o VD 

VO M LO 
VD U l VD 
VD UI VO 

LO O VO 
VD P LO 

ID LD 
O UJ UJ 

U l UI UJ 
O UJ UJ 

H b LO 
LO LO VO 
»;> vD VD 

o VD VD O VD LO 

LO VD O UJ U3 

U l b UJ I O VO vD 

W b VD I 
UJ VO VD i 
h-' UJ vD • 

O VD VO O VO LO ( 

U3 UJ 
> LO LO I 

UJ UJ 
LD UJ 

LO VD 
VD VD 
VO UJ 

VD 10 
VO VD 

H M 

to M 

b US 
I LO VO 

b U3 
UJ VO 

I i o VD 
LO UJ 

: VO VO 

' 10 LD 
VD VO 

t J VD 10 t o VD 
t o K ! VD LO t J U3 

CO VO U) UJ UJ 

UJ CD UJ UJ t o UJ 

•0 SI VD UJ SI UJ 

UJ t n UJ U3 s o U) 
H W VD VD P VD 

t-J 
O i n t a U3 VO UJ 

• • 
4^ i n U l O c¡ o 

; VD UJ 
O P LD UJ 

01 U l VD VO 
o 01 VD LD 

LO VD 
t J * • VO VD 
W W VD VD 

O b VD UJ 
O O VD UJ 

i VD 
O U J 

Ú> UJ 
o VO 

U3 
* . LD 
ffl VD 

b U3 
p LD 

o UI 

UJ I 
UJ o 

o o o o 
o p o o 

t n c n c a o 3 C D 0 3 t B B 3 c a c o B J ! n t n ! J i o 3 C a t o c o b 
C O - O ^ O S ^ S ^ ^ O - O - s J - O M ^ s i ^ O ^ S l ^ ^ S ^ 
O t - ' M H M M t - ' l - i l - ' l - i l - ' M t - ' h - ' t - ' t - ' I - i t - ' f í 
t - ' t J t O t J K I t O t O K I t O t O K l t O t O t O t J l O M l O > 
t o t o t o t o t o t o t o t o t o t o t o s j M t o t o t o t O l O > 
t o * 4 > r f » > í > * r f » 4 > r f > 4 » 4 > < ' 4 > * > 4 i * * * > 

i M M H M M M M ; • t i l 
o e n u i ' ^ U M h - ' o u 3 C D ^ o i ú i * ' t j t o i - ' o b 
* i . . . . . < g . 

o o o o o o o o o b o o ó o o b o o í d 
p o o p o o p o p p o o p o o p o o > 

i _ . t - « M » - ' ( - i ( - i í - « t - ' M Í - > H M Í - » l - ' l - ' t - > H t - ' Í - ^ 
t O M f - ' t - ' M W I - ' t - ' M I - i t - ' M t - i t O t J Í O t O t O 

H u j i D c a o a c o o a v o c a Ó j v o v o b o o p M t o 

i H M H M I - J Í - i H I - ' í - ' H t - ' í - ' M t - ' t - ' H t - ' h 
Í T l t 0 4 > ' i í * 4 » 4 ^ * k 4 * r f . j i 4 i r f k 4 i . 4 » U n U l U 1 0 * l O 
• o c D j » * ' 4 » * . í i A 4 » i t > r f > o a o 3 C o t o t o o i o 3 
t O O O P P O p O O O O O O O O O O O D 

l - ' t - J H M M ¿ - ' ^ - ' M > - J M J - ' | i - J | - * M M I - ' H ' n 
0 3 V ; l ^ - S ' O ^ S J * O ^ ^ - O 0 3 C D ^ C 0 C D Q 3 V D S 
t - ' e n L 3 i u i u i u i u i u i u i w u i o o v o * . * i u 3 L J D 
* » O V ^ ^ O U 3 U I U I U ! U 3 ^ 0 U l * • * > v D v J > J t - ' U I ^ , 

c a ! O W v O v o u 3 Í D U J v o b w o c > u j v D V D c n v - ' 0 
S I D 3 t O * * * * . t O i & * » t J t I I 0 3 W C O C D C n O f d 
OD3rf>!OtOtOtO*tOtO.(ai»aUJCnvovDMVj5a 

b o o o o o o o P b o o b o o o o o z ! 
o o o o o o o o o o o o o o o o o o c n 

i 0 O 0 O 0 O 0 O O 0 O P O 0 C 3 0 0 H 

v3 io icno io io iET icno io ic r io i tT io icncn^ í -3 
O t » J * > 4 > * . * > . U * - * . U 1 0 1 0 1 U l C D C a u j J - > > 
t D U i - 0 ' v i ^ S J V » J ^ M l O < f » * » O H » J - » ' O U J H 

VO Í O U3 VO 
U3 t o LO LD 
LD VD LO 

LO UJ LD LO 

LO *0 LO VO 

VO S I UI VD 
VD p VD VD 

H» M t-» M 
M 1-1 O O 

to H" M 
t o to t o 
*> 01 ^ 

i d 03 LO 

SI LD U3 

•io VO VO 
t o UJ VD 

t-» 

O O b UI O 

VD i LO UJ 
LO b LO VD 

. . . . 
LD co LD UJ 
LO U l LO U3 

0 1 O O OÍ O O 

VD VO 
LO VD 
UJ LD 

LD UI 

LO VD 

to LD 
VD LD 

I ¿n CD 

I i J 03 

I b U3 
• U l LD 

b VD 
LD VO 

VD VD 
t o VD VD 
VO VD VO 

* VO U3 

UI b VO 

VO VD to 
U3 LO VD 

VD Vfl VD 

t o 0 1 01 

b LD 
t o UJ UI 

U l VD U l 
o VO VO 

M b U3 
10 LD LO 
0 VO LD 

to t o UJ 

i 
UJ b VO 
VD LD VQ 
VD VD VD 

I 
LO b VD 

01 c a 03 

b U3 
M UJ U3 

U l b UJ 
o UJ vD 

1-í LO VD 
UJ <D VD 
I-" VO VO 

O b VD 

LD b 10 

VO b VD 
VD VO VO 

VO UJ v n 

ED ó a CQ 

U3 LO 
UJ VD VO 

o UJ VD 
o VD UD 

W VD UJ 
UJ VO VD 
1-1 ID Ul 

01 b UJ 

UJ VD to 

VD LD LO 
VO VD VO 

VO VD VO 

co 03 03 

i o U J 
O VO 10 

o VD LO 
O t o UJ 

33 

ÍD > 
LD a -

b 

vD a 
• H 
03 o 
^ 2! 
UJ o 
• t o 
o > 
o > 

VD VD VD 
VD UI VD VO 
VD VO VD VD 

VO Ú J vD VD 
VD O LO VO 

p o p p o p o p b o o b o o o p o b o p b p o b o o b o o o p 

ooboobooopooooooopoooooooc5óí^e!i¿-in 
O p p O P P O O 

) O O O O O O P O 

o o o o p p o o b o o o o o o o o p p i 

P O O O O P P O O O O O O O O P O O p í 
O Q O P O O O P P O O O O O O P O O O l 

o o o o o b o o b o o b p o o o o b p ^ 

O O O O O b o p o O O O O O P O O O p í 
P O O O O O O O p O O O P O P P O O O t 

VO b LD LO LO LO b VD LD LD b VO >jL* »M ^ít vií yj UJ 
V - > V O U 3 1 - ' V O V D l O V O U ! t O v O I - ' t n O \ O V O H > V O v D 

t n v O L D V O l D i O M t D t O O t D O t O L D U J v O P L D L D 
M V D V O V O V D U J O l L O L D t J l L D U J L O M L O V O V D v O L D 

o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o '(-1 "<-. o k 't-> 'f-, '<-, 

o o o o o p o o o o o o o o o o o o o o o o o b o o o o o o o 

b o o 

. . • 
o o o 
p o o 

b o o 

o o o 
o o o 

b o o 

« . • 
o o o 
o o o 

VD UI 
UJ UJ t-" 

VD UJ 01 
VO VO - J 

b o o 

p o o 
o o o 

b o o 

o o o 
o o o 

l O p O O p O P O O O 

> o o b P 

o o o p p o b o o o o o p o o 

P L D V O V D LDVD t O V D L D U J S 
C r i - O M v a t O « O L D V D - O V D V D ' ^ L D V D t n v O v D U 1 0 
E T t H U l v O t o v D V D t o t O v D v O U Í Ü J V D O V O v D C D i i J 

t O O O b v o p V D V O P l D V O O Ü S V D O V O t D O : * ' 
p O O t O V D O V D L O O b v D O V O V D O V O t D O ?í-

I i i i b 
p v o ^ j o o o b o o o o p b o p b p o i p " 

o o o o o t J i - ' O o o o o o p o o o o é a p c j o * 
o o o o o o o o o o o o o p p o o o o p o o > 

to 
w 

p o 
o o 

VD 
UJ 

(O UJ 

en VO 
SI VD 

VD I 
o LD I 
* . U3 
l - i LD 

p o o 
p o o 

UJ i to 
P \ U J 
U3 t o U 3 

ID t o VD 
UJ c a ID 

b o o o o o P o o ó o p b o o b o o > 

o o o o p o p o p o o o p p o o b o p o o o > 
P P O O O P O O O O O O O P O O O O O O Q O > 

i ID UJ : UJ UJ i to VD ' 
! VD UJ i ID UJ i UJ VO : 

VD 
VD 
VD ^3 VD UJ t o b I l U J O O O P O O O O b O O P O P O O 

I VO 
I UJ < 

UJ - l ^ VO 
VO 0 1 VO 

VD m vo VO 
I D U ) LO L O 

10 t VO VD 
LD o VD VO 

VD UJ U3 ID 
U3 t o UJ VD 

*» P P 
LO P O 

P P O O O P 
p o o o o o 

o o 
o o 

o o o 
o o o 

O O P 
O O P 

o o o o o o o o o b o o o o p p o 

0 1 o o 
^ o o 

o o o o o o 
o p o P o o 

o o 
o o 

o o o 
o o o 

o o o 
o o o 

' o o o o o o o b o o b o o o o o p o o o o o p o o o o 

o o o o 
o p o o 

o o o 
o o o 

o o o o o o 
o o o o o o 

o o 
o o 

o o o 
o o o 

O O P 
o o o 

' O O o o o o o o o o b o o o o o o o o o o o o o o o o 

o o o o 
p o p o 

o o o 
o o o 

o p o P o o 
o o o o o o 

o o 
o o 

o o o 
o o o 

P O P 
o o o 

o a 
- M 
o o 
o ^ 

n 
o c;< 

ó > 
o 

t d 
o n 

o > 
o 

m 
o n 

o W 
o ,= 

CrO 
o 
ra 
o 

e 
o 

® 
o 

(5? 



i i i i i l i i i i i l i i i i i i i i i l i i l i i i l 

I O S J W M H ' l - ' l - ' l - ' l - ' h - ' H ' l - ' H M M W M M ' l - ' M I - ' i - ' H M Í - ' M H ' Í - ' M M M M M H M H ' H M M H W I - - ' i - ' t - ' l - - ' M 
1 o o o o D 

IDLO lO hJ|-*>JMWH*Mt--»l--*H'MMMH'MH-'Ht~*t-- 'H*»-- 'H' M M M V - J k - ' M H M i - J M M H M M h - ' M h - ' H Í - ' M M 

i g g i l g g g g g i ° s i i i i i g g p s s g l s 
MI-JMHMMMMHMMt- - 'MI - 'H - * l - - ' l ~ 'WH ' l - - ' í - - « 

irffMííñlWi . J l i i i i i i i l i l l i 

g g i s g g s g s s g í s s b s s s i s s s s s s i s s s ^ 

i g ^ s g s s g s s g s s g s s g s s g s s s g s 

b o o b o o o O O O U 3 C O i f > U 3 U D O O O b O O O O O O O O O O O O O O O O O O O O O O O O O O b O O O O O O O O O O O O O O O O O O O O O 

g g k s g g s g g g g g g g g g g g g g g g g g g g g g g g g g 

,Li 
g g g i s g g g g g g g g g g g g g g g g g g g g g g g g g g ^ 

1 ío U l b o 0 0 0 0 o o o o o o o o o o o o o o o o 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

g g g g g g g g g g g g g g g g g g g g g g g g g g g g g 
S S O S S O S I ^ S S U S L S S O S S L S S Í S S Í S M S S 

g g g S t 2 g g g g g g g g g g g g g g g g g g g ° g g ° ° g ° g 
S M o S M S S o S S o S S o S S o S o S S M S Í g . o S S , 

g g g g g g g g g g g g g g g g g g g g g g g g g g g g g g g g 
^ i i ^ ' : - : ' \ ; I 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 b 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

g g g g g g g g g g g g g g g g g g g g g g g g g g g g g g g g ^ 

ra 
o 

ra 
o 

e 
o 

(ED 
o 



5 3 S 

l i g l i i i l i i l i i l i l i i l i i i i i i i i i i i i i i i i i i i | i i i i | S g | i | | S | S g | | 

f_j |_» V_i (LJ (_i f_j 

slgsggSggssiiisis=sssssssssHsSSj^ 
S E i i S i E i i S S i i S i i i i i i i i i i i i 
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U) vú iXI iÍ3 LO ÛÜ U3 IJO \ £ I KU KO ,tjQ U3 U3 í<XJ U3 U3 U) U3 

O O o o o o o o o o o o o o o o o o O 

j c o c a c D c a c o c o t o D 3 

IL0U1U3U3ÍJ31J3U3U3 

O O O O O O O O 

D3 c a 

1^ i™. 
O O 

CQ CD 
U3 U3 

O O 

o u s c a ' > J c r t ; i n * F » u J W » - - ' 0 ; C a c a - s j c n u i r f ^ u j u i u j u j w K i t J W M p u D c o M C n UI ;JF*UIK>V-*O c o c o c D " 0 : < T i u i f p » U J w i 

oooooiooooocoutooloooNJUii 
O O ; a O O O O O O O O , O o o p o o U l o i 

I U3 U3 :U> U3 vD 1̂0 U3 CO M - O S4 - O U ) > 

t O t J t s l M b O t O t O K l I s J K I 

i I 
U3 CO ^ cn U l l b J W t O í O t O M Í - - ' 0 ' 

O O O O O ^ O O O ' O O O l ü l O 0 ^ 0 0 0 - < l l J l W O - > l U 1 l s 3 0 0 0 

ooiooopoopoooooooouioLTiouiouioop 
^-J l -J M ;»™* H W W W W M ! H M H U3 \D M 
G Q C I 3 - - C D C 0 D 3 ' C a v O 0 3 C 3 i X Í C O ; - ^ " - J ^ - • X Í ' N J M U 3 < I U 3 C O ^ Í ) C O > X J U 3 U 3 ' - D 
U3 10 k o U3 U) «̂JD o U3 P O ua XO U3 UJ U3 U3 U3 - J US O tj3 4=» p O tO W 

:W •-̂  M !M M M M M M M W H M M 
o o ! o o o : o o o o M w : a i a T i c r t p c n c n i u 5 J ^ u 3 * » u 3 w P M o o 
t J W > J K J W M U l t n U 1 0 0 0 0 0 0 0 0 U 3 U 5 U 3 0 v O O i J D I J I O O 
Ut U l ¡Ut U l U l U l o o p o o ; o o o : 0 o o U3 o U) O UD o p o o o 

o o í o o o - o o o P i - - ' H c n c i c n : c n c n c n u 3 u i u 3 * * t x i u j ; < D M o o 
t n u i : u i u i u i : u i M - * J i ' ^ w t J ^ - o ^ ~ 4 * j ^ : u ) - o » i ) m u 3 * » v o ^ h - ' w 

l - - i K ' : M M H : M . ^ 0 1 p U l C O i U 5 U 3 U 3 P U 3 U J p W v D C n y 3 U 3 p m c a 0 1 

U I W ! W U Í W ' U l » j S . i X ) p c r i W ^ l O U 3 U3;IJDVOIX<U3CQ U 3 . P » ' U 5 0 P ' * 4 U l Í s 3 
í _ l ^ » l ; ^ - l H ' í - - • M C T l U l U l W í » U 5 U l U ^ i u í U l U ^ u 3 - o ^ D l J ^ u 3 ^ ™ ' U 3 U 3 C ^ l ^ - - • 
-4 -si -o -4 í-sj (sj p p -o U l :U1 U l U l Ul UI U l p o U3 p U3 ^ P ~4 01 
o o : o o o ; o o o ' o o o ^ o o o o o o u 3 0 u D o u ) O p o o b 

I O * O U I M O U 1 P O 
t p u i o u n o o p o 

h 4 u 3 C a u ) U J U 3 t O t j 3 i.0 U3 P 

U J U L ü W r f * ^ A ^ 4 i , | 4 f r U l N p " a i D 3 P p C D 0 3 P U l U > P t O * p C l - ^ U i P u 3 

» j |j t™j '|j (™J f.-! I_j |j 1̂  y_* 
O O O O O O O O O O U J U I ^ ' - J S I ' s - l - O p U l i f l 
O O O O O O O O O O U ) t O O O p O O U 3 U l U 3 
O O ; 0 0 O p O O p O U 3 U I 0 0 p O O p 0 l X ) 

O O O O O O O O O O U 3 í T t - N r - - J i ^ ' - J - O U 3 t T l U 3 
t - j | _ j j j H ' » - ' H w w " » - J h - > i x ) i - ^ c a c a c a o 3 c o i j 3 * « 
o ^ o i í T ' P w p u í u j u j M i j o w u a u a p u s u j t D s j 

w w t a c o c a c o CD t a U l ^3 Í T i M HW* I-" M b U) p 

a ^ P 0 ^ C r i w : w U I U Í W u 3 U 3 ' O W b J K I l s 3 W Í l O O U 5 

I k ^ U D U J ü D t O W O O 
K ' L D f r J l D ' - J K l M I ™ ' 
u i m u i u a u í o ó o 

í f ^ t D U i P u l t O P O 
Í J O U 3 ^ L D O U J Í - ' M 

> • • * • • • • • 
V J ( X I U 3 L D - 0 O U W 
H L O U l p O ^ v I H H 
• O i Í ) U 3 p » F * C a K 3 K 3 

u a U 3 P u D a 3 P U 3 U 3 U l l J D U 3 P U 5 U 3 u 3 U 3 U ) p U D 
•~0 U3 P LO U3 P l£l LO *>0 U3 LO P LO L O Í U J L O L O L O L O L O L O Í J O U Ü L D L O L O L D 
L O L O P U 3 U 3 l i 3 u 3 L O l X l L D L O L O U D L D P ' J D L O L D U 3 L D L a u 3 L D V Ü ^ 
o o o o o , o o í - ^ V - J H ^ M c n c n c n o i a * í c n u D i j i ' i ) u i L D u t u 3 M O L O 
L O U D p L O U 3 U 3 v 0 W ' H W 4 i > D 3 m C O E X I O 3 C O u 3 U 1 L D U l L O C a ' i ) U 1 M 
cri c n : c n c n c n c n H ' i O t s J " p « u i * J M - ^ % j - ~ 4 ' ~ 4 L D c n L D M L D K ) p - - J C h U i 

L O U i P L D U J p L O W ' U S L D W L D I U Í t a K l b J W M í v J K 3 Í s J U J L O * J 3 
U 3 I - ' P L O M ; L O L O K I P L D I - « U ) M I " ^ 4 ^ . í > U l C P C r i - 4 - v 4 a 3 L D l O L 0 P 
L O C n p L O C O P U 3 W , O a L 0 O l u 3 U U l O M l N J M O U l M U I M p D 3 

U 3 > l ^ P L j D < l : L D U 3 t O p L O P p C r i O O O O U t U l C n U ) O O p í - ^ \ X l p 

O O O O O p O O O O L O p O O i O O O L D O U l t i L O O p O O P O 

LD rf» P LJD 

iI3 ^ iÚ }D tJ3 '}XJ ^ KÚ ^ \^ ^ 
l D O V j D L O M ; L O L O h ^ i O L O M ; L O O O : O O O O O O O O O p M U ) L O 
L O U l p L O U l p L D U l p L O U l p O O O O O O O O O O O U l U l l D p 

c o c D O í c o c o r a c a c o ' p o a c a l o o o o o o ' o o o o o o H w m b o 

bJ l*J hJ UJ ÍJJ 4^ ySi' *^ 

LO LO <0 
>J3 LD ÍJ3 
co co CD 
U3 LD U5 
iO LO 
U l U l .Ul 

W LD k ü 
ISJ LD ÍLD 
SJ LO ÍD 
• • 

LD ^ 

^ LD P 

cn LD P 
O U ) P 

CQ CQ £ 0 

ísJ W ^ 

LO L O P L D L D P L O L O L O L D L D " U 3 L D L O ! L D L O 
U 3 L O - L D L D L D L D U 3 L D L D U 3 I J O P L O L O L D L O 
c a r o ra c a c o p c o u ) L D U Í U 3 LO IDLDLDLD 
L D U 3 i D L 0 k D i J 3 i D v 0 C r i ' N l ' O > 4 ' ^ - - J L D - O 
LD • > J Í ' ^ - - S J - K 4 S J U 1 U Í L 0 - ^ - - J Í ~ O - ^ ' V J L 0 L U 
U l L A J U J U J U ) U l ^ J U ^ P c n c n £ n c ^ > c ^ ^ L O c n 

W LO XD U J 
w LO :LÜ UI 
U l U3 p -o 

U l VJD :LO c n 

-o LO ÍLO ^ 

cn LO !LD cn 
O LD :LD o 

i 

P CD P CD 

UT U l i f * CJl 
LD LD LD p U J 

1 ; LD LO LO Lü o H H ; , 
O O p O 0 P O 0 p O O p L D u 3 p p N J O - - J r f ^ L D O O O 0 0 ' 0 0 o ' O O O : 0 O 

) L D 4 = » O O O O ü ' 0 0 0 0 0 0 ; 0 0 0 
I IT) m .... 1-̂  1^ í™í 1—\ .—• 1^ í—* 1^ 

U5 ísD u l VD iU3 
vD VD u) VD VD 
VD VD - j vD y o 

VD VD Cri VO VO 

VD VD ~J VD VD • * . V 
VD VO cn VD VD 
VD VO o VO VO 

Cd k a CD o o 

01 b i ü i o p 

VD VD 
VD VO 

o o o vD VD 

1 ! 1-' M W 
M I i *> o cn v4 

U U l 01 * » W 10 4> 

01 o p U l VD U l o 
-o H ^ ^ . 0 ^ 

o o fea o o c5 o 
o o p o o p o 

o p b o o p P 

o o b o o p o 

VO i-J vn VD 
4» lO UJ VD U l VO U l 
u vD DJ VD cn VO CD 

l l O V D V O V O V O V D t D V O 
i j J v D V O V D v D V D V O V O 
V O V O t D V O v D V O C O C O 
U I V D V J V O M O C O C O 
S I V D V O V O V j J V D M - d 
P V D v O v D t n ^ W H ' 

U l Vvl l ü 
k l t n co 
VO M W 

o cn O Í l ü 

~ü k j - o ^ 

b o o 
b o o 

3 o o 

b o o 

i-J US 
( J vD 
H VO cn 

Al l ü 
CD 03 

o *> 

pa - ü 

k l ~ J 
b o 
p U l 

p p 

VO t n UJ 
VO t o VD 
VO i o UJ 

VD ÍD VD 

UJ ¿D ID 

ID io ID 
VD P VD 

i 
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