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RESUM-ABSTRACT



La intencié d’aquest estudi ha estat donar a conéixer la quantitat de bacteris que ens envolten i
com aquests microorganismes estan presents en fenomens tan quotidians com és la pluja. Amb
aquesta finalitat, la hipotesi a desmentir o afirmar és la seglient: Potser, hi ha bacteris que
afavoreixen la precipitacio de les gotes dels nuvols, i aquests estan presents en l’aigua que

precipita?

La pregunta d’investigacid es respon a través d’una serie de procediments (teorics i practics) que

he seguit durant el projecte.

Inicialment, la part teorica on s’ha explicat queé son els bacteris, la seva taxonomia, les estructures
i possibles morfologies i, finalment, sobre el bacteri Pseudomonas Syringae i la seva proteina
caracteristica.

D’altra banda, en la part teorica, he realitzat quatre columnes de Vinogradski corresponents a
quatre zones catalanes diferents. Posteriorment, he fet un cultiu de bacteris, i per concloure el

treball he intentat identificar I’espécie bacteriana esmentada anteriorment.

The intention of this study was to show the number of bacteria around us and how these
microorganisms are present in such everyday phenomena as rain. To this aim, the hypothesis to
be refuted or asserted is: Perhaps there are bacteria that promote the precipitation of cloud

droplets, and these are present in the water that precipitates?

The research question is answered through a series of procedures (theoretical and practical) that
| followed during the project.

Initially the theoretical part where the bacteria are explained, their taxonomy, structures and
possible morphologies, and finally the Pseudomonas Syringae bacterium and its characteristic
protein.

On the other hand, in the theoretical part, | have made four columns of Winogradsky
corresponding to four different Catalan areas. Subsequently, | cultured the bacteria, and to
conclude the work I tried to identify the bacterial species mentioned above.



INTRODUCCIO



El precursor del meu treball rau en els meus primers anys d’escolaritzacid, on el meu caracter
y

curios comencava a fer-se evident.

Des de ben petita, les meves inquietuds i interessos han estat enfocats envers la ciéncia. Recordo
que amb tan sols setanys jaem vaiginteressar pel cos humaiel seu funcionament, vaig comencar
a investigar, fins i tot vaig demanar llibres sobre el tema als meus pares, va ser aixi com vaig

acabar descobrint el que de veritat m’agradai el que vull convertir en el meu futur, la medicina.

Amb aquests llibres vaig descobrir que hi havia una immensa varietat d’ésser vius subestimats
pero de gran importancia: els bacteris. Aquests organismes estan presents a la nostra vida
quotidiana com el que més, i encaraaixi, per la seva negligible mida, no hi parem esment. Es per
aixo i pel meu caracter curios que vaig pensar a enfocar el meu treball de recercaen els bacteris.
Pero, parlar sobre bacteris eramolt generalitzat i un temamassa ample, per tant, vaig comencar a
donar-livoltesiarumiar, inicialment, lamevaidea era ferun estudi de I’evolucid bacteriana, pero
com he mencionatanteriorment, aquests organismes estan presents a la vida quotidianai, per tant,
vaig decidir que el meu objectiu principal de TDR seria donar a coneixer la quantitat de
microorganismes que ens envolten, va ser aixi com vaig plantejar-me les segients idees
d’hipotesis: Qué hihamésquotidia, quel aigua de pluja? Seraqueles gotes d aiguatambétenen
bacteris? Quinsbacteris hi haura? Tindran alguna funci¢?

Aquest treball de recerca tracta sobre els bacteris que funcionen com a nuclis de condensacio de

les gotes dels navols i que ajuden a aquestes amb la seva precipitacio.

Per tal de podertractar el temaamb mésclaredat, em plantejo la meva hipotesi final:

“Potser hi ha bacteris que afavoreixen la precipitacié de les gotes dels navols, i aguests estan

presents en I’aigua que precipita?”’

Per tal de poder verificar o falsar la meva hipotesi em fitxo uns objectius que aniré complint al
llarg del projecte. Els objectius plantejats sén els seguents:

> Cercar lamaximainformacio possible sobre els bacteris.

» Documentar-mesobrepossibles investigacions de bacteris troposferics o caracteristicsde
formar nuclis de condensacio.

» Identificar ’espécie bacteriana que afavoreix la condensacio i buscar tota la informacié
rellevant per poder identificar-ho (caracteristiques metaboliques, respiracio,
morfologia...).



Construccid de la columna de Vinogradski per poder identificar els bacteris.

Conc¢ixer metodes d’identificacié d’espécies bacterianes i com crear el seu medide cultiu.
Aprendre a fer cultius.

Coneixer si aquests bacteris estan presents amb diferents nivells de contaminacio.

Corroborar I’existéncia de bacteris condensadors a partir de la maqueta.

vV V V V V V

Afirmar o desmentir la meva hipotesi.

Una vegada tenia el meu punt de partida ben clar, vaig plantejar els punts dels quals volia parlar,
¢és a dir, I’index. D’aquesta manera vaig poder comencgar amb la cerca d’informacio i finalment el
planteig de la part practica, la qual ha resultat ser un important percentatge del treball final.

La meva part practicaes divideix en tres parts; una primera part de recollida d’aigua de quatre
zonesdiferents: Puigcerda, RiellsiViabrea, unbosc vora lameva casa i Barcelona. Posteriorment,
la realitzacio la columna de Vinogradski, mitjangant la qual va permetre ’estratificacio dels
bacteris continguts en I’aigua de pluja i posteriorment la seva identificacié. A partir dels bacteris
identificats, i amb I’ajuda de la informacié cercada amb anterioritat, vaig estriar aquell que tenia
la caracteristica deformar nuclis de condensacio i a partir d’aquest moment va comengar la segona
part de la part practica, la qual consistiaa ferun cultiu del bacteri amb la finalitat de multiplicar-
lo. Una vegada finalitzat el cultiu s’inicia I’Gltima etapa practica, la construccio d’una maqueta
atmosfericaque consistiria enruixar unasoluci6 debacteris aun vapor d’aigua i veuresi condensa
0 Nno.

Aixidoncs, ambfinalitatde deixar constanciade comaniraestructuratel meu treball, faréun breu

resum.

En primer lloc, hi haura una part tedrica que servira per explicar conceptes i informacié
imprescindible per la comprensié de la part practica. I, d’altra banda, una part experimental amb

posterior analisi i interpretacid dels resultats que em permetra desmentir o0 no la meva hipotesi.



CAPITOL 1: EL CICLE
HIDROLOGIC. EL TRANSORT
NATURAL MICROBIOTIC



3.1 INTRODUCCIO

En aquesta primera part, parlaré sobre el cicle hidrologic entenent-lo des d’un punt de vista
microbiologic; és a dir, la hidrosfera conté una quantitat de bacteris que, juntament amb I’aigua,
s’evaporen cap a la troposfera per formar els nuvols. Aixi mateix, aquests bacteris es

“transporten” cap a les capes més superficials del planeta.

En conclusio, aquest apartat, tot i que sembla rellevant, serveix per entendre com els bacteris

nucleadors de gel arriben a la troposfera per poder desenvolupar la seva funcié meteorologica.

3.2 EL CICLE HIDROLOGIC

El cicle hidrologic o cicle de I’aigua és el fenomen natural que descriu la presencia i moviment
de I’aigua a la Terra. L'aiguade la Terra esta constantment en moviment i canviant d’estat (s0lid,
liquid, gas o plasma). La vida a la Terradepén de I’aigua i, per tant, del seu cicle, si no hi hagués
lloc per aquest, la Terra seriaun lloc inhabitable.

3.2.1 ETAPES DEL CICLE HIDROLOGIC

El cicle hidrologic no s’inicia en un lloc especific, pero, per facilitar ’explicacié assumim que

comengaen unespai amb una gran massa d’aigua, com podria ser un ocea.

El sol, que dirigeix el cicle de 1’aigua, escalfa I’aigua, la qual s’evapora cap a I’aire en forma de
vapor d’aigua. Corrents ascendents d’aire porten el vapor a les capes superior de I’atmosfera, on
a menor temperatura, aquest vapor condensa i es formen navols. Els nuvols que suren sobre
nosaltres, contenen el vapor d’aigua i gotes de ntivol (aquestes sOn massa petites per a caure pero
prou grans per fer el navol visible). L’aigua esta constantment evaporant-se i condensant-se en el
cel. Els corrents ascendents, anteriorment mencionades, impossibiliten la precipitacio de les gotes
massa petites i, per tant, els corrents d’aire que mouen els navols sobre el globus, fomenten xocs
entre les particules del navol que s’uneixen entre si produint gotes més grans i prou pesades per
a caure en forma de precipitacid. La precipitacio és aiguaalliberada des dels navols en forma de
pluja, aiguaneu, neu o calamarsa. Es el principal procés pel qual l'aigua retorna a la Terra. La

major part de la precipitacié cau coma pluja.

Calen moltes gotes de navol per produir una gota de pluja. Perqué es formi una gota de pluja
capagc de travessar corrents d'aire ascendent i arribar a la superficie, aquesta ha de mesurar
almenys 1 mil-limetre, per la qual cosa és necessari que el nucli de condensacio uneixi prop dun
milio de gotetes d'aigua. Aquestes precipitacions poden caure en forma de neu, que s’acumula
en capes de gel i en les glaceres, els quals poden emmagatzemar aigua congelada per milions

d’anys.



En els climes més calids, la neu acumulada es fon a la primavera. La neu fosa corre sobre la
superficie terrestre com a aigua de desglac i pot provocar inundacions. La major part de la
precipitacié corre sobre la superficie com a vessament superficial (aigua que corre sobre el
terreny) fins a arribar a oceans. Una part d’aquests vessament arriba als rius en les depressions

del terreny; en el corrent dels rius I’aigua es transporta de tornada als oceans o mars.

L’aigua de vessament i ’aigua subterrania que surt cap a la superficie, s’acumula i
s’emmagatzema en els llacs d’aigua dolca. No tota ’aigua de pluja flueix cap als rius, una gran
quantitat és absorbida pel so0l com infiltracié. Part d’aquesta aigua roman en les cap €s superiors
de terra, i torna als cossos d’aigua i als oceans com a descarrega d’aigua subterrania. Una altra
part de l'aigua subterrania troba obertures a la superficie terrestre i emergeix com deus? d'aigua
dolca.

L’aigua subterrania que es troba a poca profunditat, és presa per les arrels de les plantes i
transpirada fins a petits porus que es troben a la cara inferior de les fulles, on es transforma en
vapor d'aigua i s'allibera a I'atmosfera. La transpiracié és un procés no visible pero de gran
importancia, un 10% de la humitat atmosférica pertany a la transpiracio de les plantes.?

I finalment, una part restant d’infiltracié arriba a les capes més profundes del sol i recarrega dels
aquifers, els quals emmagatzemen gran quantitat d’aigua dolga. Al llarg del temps aquesta aigua
continua movent-se, part d’ella retornara als oceans, on el cicle de I’aigua conclou i torna a
comencar.

edelfAigua

=
C

Sublimacié
ol JJ/ Precipitacié
Desublimacié Evapotranspiracié gyaporacié

Precipitacié A 5
el 1

ondensacié
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~, i
~ . Zones humides
-
.| | desemboca
als oceans
T —_—
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Corrents en l'ocea

hool Aigua subterrania enmagatzemada w i
figura 1. Diagrama del cicle de [l'aigua ignorant les influencies humanes. Credit: USGS, Public domain Font

https://mww.usgs.gov/special-topic/water-science-school/science/cicle-de-laigua-water-cycle-catalan?gt-science_center objects=0#qt-
science_center objects (10-07-2021)

1 Una deuresulta quanunagqiifers'omple fins al punten que l'aigua es desborda a la superficie de la terra.

2 Segons un estudi de la Universitat Complutense de Madrid Facultat d'Educacio - Dep. Didactica de les

Ciéncies Experimentals, EI 10% de vapor d'aigua de l'atmosfera es deu a aquest fenomen (transpiracio),

mentre que el 90% restant es deu a I'evaporacid de les superficies aquoses, oceans, llacs, rius principalment.
10
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4.1 INTRODUCCIO

En aquest capitol explicaré que sén i com son els bacteris, a quin domini pertanyen i exemples
d’extremofils. Posteriorment, parlaré i desenvoluparé les tres funcions vitals que caracteritzen a
un ésser viu: reproduccio, relacio i nutricié. Amb I’objectiu de situar amb més exactitud als
bacteris i davant la necessitat de poder identificar els bacteris en la part practica, faré la seva
taxonomia; ontrobaremqueels dos principals dominis que caracteritzenels bacteris sonel domini
Archaea i Eubacteria.

Veurem alguns dels elements estructurals més rellevants, i que ens serviran per a la identificacio
posterior, com ara: els flagels o la capsula, la qual fa canviar la morfologia de les colonies.
D’acord amb la identificacié bacteriana, també introduiré la tincié de gram i el seu procés
d’aplicacio; i dos conceptes de la seva morfologia externa: la midai la forma.

4.2 QUE SON ELS BACTERIS?

Els bacteris sén microorganismes unicel-lulars de tipusprocariota que acostumenatenir una mida
entre 0,51 5 um de longitud (tot i que hi ha diversitaten la seva mida) i que presenten diverses
formes. Els bacteris no tenen nucli definit i, en general, no presenten organuls membranosos en
el seu interior. A més posseeixen una paret cel-lular constituida de peptidoglica. Nombrosos
bacteris disposen de flagels o altres sistemes de desplagament.

Aquests microorganismes son els més abundantsen la Terra. Son ubics, i, per tant, poden viure
en ambients extrems, son els anomenats extremofils; es troben en solucions saturades de sal
(halofils), residus radioactius (radiofils), a grans profunditats amb altes pressions (barofils) i

inclis en inclusions en els gels (psicrofils) entre d’altres.

Els bacteris, com qualsevol altre ésser viu, realitza les tres funcions vitals: Nutricid, relacio i

reproduccio.

Nutricio

La funcid de nodrir-se consisteix en proveir a un organisme vivent de les substancies necessaries
al seu creixement o sosteniment.3

Els bacteris poden realitzar tot tipus de metabolisme:

3 Nodrir.(2007). Diccionari de la llengua catalanade I'Institut d'Estudis Catalans. Recuperat de
https://dlc.iec.cat/Results?DecEntradaText=nodrir&AlllnfoMorf=False&OperEntrada=0&0OperDef=0&0
perEx=0&O0perSubEntrada=0&0OperAreaTematica=0&InfoMorfType=0&OperCatGram=False&AccentS
en=False&CurrentPage=0&refineSearch=0&Actualitzacions=False

12



https://es.wikipedia.org/wiki/Micr%C3%B3metro_(unidad_de_longitud)
https://dlc.iec.cat/Results?DecEntradaText=nodrir&AllInfoMorf=False&OperEntrada=0&OperDef=0&OperEx=0&OperSubEntrada=0&OperAreaTematica=0&InfoMorfType=0&OperCatGram=False&AccentSen=False&CurrentPage=0&refineSearch=0&Actualitzacions=False
https://dlc.iec.cat/Results?DecEntradaText=nodrir&AllInfoMorf=False&OperEntrada=0&OperDef=0&OperEx=0&OperSubEntrada=0&OperAreaTematica=0&InfoMorfType=0&OperCatGram=False&AccentSen=False&CurrentPage=0&refineSearch=0&Actualitzacions=False
https://dlc.iec.cat/Results?DecEntradaText=nodrir&AllInfoMorf=False&OperEntrada=0&OperDef=0&OperEx=0&OperSubEntrada=0&OperAreaTematica=0&InfoMorfType=0&OperCatGram=False&AccentSen=False&CurrentPage=0&refineSearch=0&Actualitzacions=False

FONT D’ENERGIA
FOTOTROFS QUIMIOTROFS
(Energia solar) (Energia quimica)
AUTOTROFS . .
_ FOTOAUTOTROFS QUIMIOAUTOTROFS
a % (CO2)
c &
O <| HETEROTROFS ] ]
Lo FOTOHETEROTROFS QUIMIOHETEROTROFS
(Matéria organica)

taula 1. Tipus de metabolismes que poden realitzar els bacteris. Taula del’autor (22-07-2021)

e Autotrofs: Utilitzen coma principal font de carboni el CO, i el transformen en matéria
organica. Els organismes autotrofs, per tant, son el nivell basic en les xarxes trofiques* de
gualsevol ecosistema.

e Fotoautotrofs: Utilitzen la llum com a font d’energia i el CO, com a font de carboni.
Desprenen O,

e Quimioautotrofs: Utilitzen les reaccions exotérmiques d’oxidacié i compostos

inorganics coma font d’energia i el CO, coma font de carboni.

e Heterotrofs: Utilitzen molecules organiques ja elaborades per altres organismes com a
font de carboni. Aquesta matéria organica 1’obtenen alimentant-se d’organismes

autotrofs.

e Fotoheterotrofs: Utilitzen la llum com a font d’energia i molécules organiques com a

font de carboni.

e Quimioheterotrofs: Utilitzen un compost quimic com a font d’energia i com a font de

carboni alhora.

4 Una xarxa trofica o xarxa alimentaria ésun sistema de cadenesalimentaries connectades que comprenen
la produccid i d'obtenci6 d'aliments dins d'un ecosistema.
13



Relacio

La funcid de relacio és la capacitat que tenen els éssers vius de rebre informaci6 del seu medi
intern o extern i d'actuar en consequéncia per tal de garantir la supervivéncia biologica de

l'individu i de I'espécie.

Els bacteris es relacionen directament amb el medi i sén capacosde donar resposta als estimuls
que reben. Alguns d’ells poden desplacar-se envers els seus interessos fisiologics®, aquesta

capacitat d’allunyar-se 0 aproximar-se a I’estimul segons les seves necessitats s’anomena taxia.

Els que no tenen la capacitat de desplacar-se pel medi, presenten un mecanisme anomenat
esporulacio. Un bacteri funcional inicia aquest mecanisme perque ha rebut un estimul adversa
les seves condicions vitals. Inicialment, condensa el seu material genétic, amb una part de citosol
parcialment deshidratat; posteriorment s’envolten amb una membrana gruixuda que donara lloc
a la endospora. En el cas que el bacteri es destrueixi per les desafortunades condicions, el que
queda és una exosporaque és la forma de resistencia. Una vegada les condicions tornen a ser

favorables, germina i donalloc, de nou, a un bacteri funcional.

Aquestes capsules compleixen diverses funcions, entre d’altres, proteccié davant un canvi sobtat
de condicionsambientals®, fomenta I’adheréncia del bacteri a diversos substrats on poden viure
(aparell digestiu, pedres, fusta...) i permet la resisténcia a les condicions adverses durant un llarg
periode de temps.

2. L'ADN es condensa | s'envolta

duna membrana procedent dels

\ £ Pro!tpln! ' 3. L'ADN gueda envoltat dins
XOSPOE .\ nori
6. Cerminacid |7 o = membrana

o c,mh

3 terma
encoLpOra de a

oxon A '
Me o scorga l

5. Formacld de la paret 4. Formaclé de l'exasporl (prim) | de l'escorca

externa | de l'endaspora (grulxuda) al voltant del protoplast

figura 2. Procés d'esporulaci6. Font: https://www.youtube.com/watch?v=Caoo7hlsng0 (22-07-2021)

5 La fisiologia és l'estudi cientific de les funcions i mecanismes fisics i quimics que es desenvolupen dins
un sistema viu, responsablesde l'origen, desenvolupamentiprogressié de la vida.
6 L’espora forma un embolcall amb el organuls vitals del bacteri: Material genétic, ribosomes i part del
citosol.
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Reproduccio

La funcid de reproduccio és el procés mitjancant el kit
, . . ey, . .. Memb
qualels éssers viusassegurenl’aparicié d’individus -fm -
¥

nous, idéentics o bé semblants a llurs progenitors.
Entenen com a tal, la generacié d’individus b

genéticamentdiferentsa partir de lacombinacio del ¥
l -r . . Allargament de la cél-lula |
material genétic d’organismes diferents. ES == s

reprodueixen asexualment a través d’un procés

¥
1'J' La paret | la membrana formen
R4 - N s y, gs o+ . (% C';S) I'anell contractil que unelx les
anomenat fissidé binaria. Aquest procés s’inicia ( fil

dues cel-lules tilles

amb una copia exacta de ’ADN bicatenari circular

+
(qg) (qb) Separaclé de les dues
que conté el cromosoma bacteria, posteriorment la cellules filles

cél-lula conté les dues copies d’ADN i comenga

o . ., figura 3. Procés de fissié binaria. Font:
unaelongaci¢’ iunadivisio finsalaformaciode les  hitps:/masalladelabiologia.blogspot.com/2015/04/las-
bacterias-se-reproducen-en-forma.html (23-07-2021)

dues cel-lules “filles” idéntiques a la c¢l-lula
“mare”. Aquest tipus de reproduccié pot tenir lloc en vint minuts. Quan els bacteris es

reprodueixen reiterades vegades, es formaun clon de bacteris, el que anomenen colonia.

Entenem com a reproduccio sexual la formacié d’un nou individu a partir de dos individus de la
mateixa especie pero diferent sexe, per aquest mateix motiu no podem considerar que els bacteris
puguin reproduir-se sexualment perqué degut a que son organismes unicel-lulars dotats d’un sol

cromosoma, no es distingeixen de femeni o masculi.

No obstant, no tots els bacteris son clons, és a dir, poden adquirir nou ADN mitjangant un

mecanisme anomenat parasexualitat, aquest procés es pot dur a terme de tres formes diferents:

e Conjugacio: Un bacteri actuacom a donant de plasmidi (molécula d'’ADN circular de
doble cadena propia dels procariotes). Aquest bacteri donant, a través del pilis® s’uneix a
un altre bacteri mitjancant un receptor especific. Un enzim trencara la doble cadena de
material genetic i transferira una copia al bacteri receptor. Finalment aquest filament
s’integrara en el nou organisme, creara la doble cadenai donara lloc al que s’anomena

episoma®.

e Transformacid: Fragments d’ADN que pertanyien a cél-lules trencades s’introdueixen
en cel-lules normals. L’ADN fragmentat es recombina amb el material genétic de la

cél-lula receptora, provocant canvis d’informacio genéticaen el nou organisme.

7 Extensio, traccio o estirament d’un teixit, especialment del muscular.

8 Pels quees troben al voltant del bacterii els hi permet ’adheréncia a superficies.

2 Un episoma és un plasmidi que s’ha integrat en cromosoma bacteria principaldel bacteri.
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e Transducci6: Un bacteri es veu afectat per un bacteriofag, el qual servira com un
portador de material genétic d’un bacteria un altre. La combinaci6 dels dos materials
genétics bacterians donara lloc a variabilitat genética. El bacteriofag utilitzara els enzims
del bacteri per replicar el seu material genétic amb I’objectiu de multiplicar-se fins lisar®

el bacteri i sortir per infectar a altres microorganismes, el que s’anomenacl cicle litic

d’infeccio.

Aquest cicle pot donar-se de la seglient manera:

capsides surten al medi per infectar a altres microorganismes, contenen material

e Generalitzada: Esporadicament introdueix I’ADN bacteria i per tant, quan aquestes

genétic del bacteri infectat anteriorment que introduiran en un altre bacteri.

virus, s’unira amb I’ADN bacteria.

Especialitzada: El virus té un punt de referéncia®! on s’introduira per fer copies del

seu propi material genetic fins
que el bacteri rebi un estimul
exterior el qual el perjudica
(mutacié, radiaci6, raig
UV,...); en aguest moment, el
bacteriofag pot escindir-se!?
de forma incorrecta i per
consegient, portar gens GAL
0 BIO pertanyents al bacteri.
Aixi doncs, sintetitzara les
seves copies  genetiques
incorporant els gens

bacterians.

La integraci6 a I’ADN bacteria es duu a terme de la segiient manera:

ADN del bacteriofag

Bacteri

Addicionalment existeix un altre cicle, anomenat cicle lisogenic. En aquest, el bacteri es infectat

pel bacteriofag com en I’anterior cicle, pero pel contrari, aquesta vegada el material geneétic del

(b) cicle lisogenic

Profag

figura 4. Comparacid cicle lisogenic i el cicle litic. Font: https://slideplayer.es/slide/14467527/ (29-07-2021)

10 La lisi cel-lular és el trencamentde la membranacel-lular.
11 El puntde referéncia el formen el gen GAL i el gen BIO.

12 Tallar, trencar, dividir, separar.
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4.3 TAXONOMIA DELS PROCARIOTES

La taxonomiaés la ciéncia que tracta dels principis de classificacio.

La unitat basica de classificacio és1’espécie.

Els procariotes son el grup taxonomic que engloba a tots els
organismes desproveits de nucli de la biosfera, que generalment son
microscopics i no formen teixits diferenciats. Els diferents tipus de
teixits es caracteritzen pel fet de presentar uns tipus de cel-lules
determinats i una localitzacio concreta en una mateixa espécie, en els
procariotes no estan especialitzats i quan s’agrupen formen colonies,

no teixits.

L’aplicaci6 de la biologia molecular, i per tant, la analisis
comparatiu de gens, va permetre reconstruir genealogies®?, les quals
van afavorir la reconstruccio filogenetica de la subunitat petita del
ARN ribosomic!* i va postular que tota la vida cel-lular coneguda

podria circumscriure en tres dominis: Eukarya (Eucariotes), Archaea

figura 5. Agrupacio de les
(Archeobacteria) i Eubacteria (Bacteria). En el cas dels bacteris, els  diferents categories
taxonomiques. Font:
dos dominis mes importants son els dos Ultims mencionats, que alhora  https://ca.wikipedia.org/wiki/Cat

. . egoria_(taxonomia (19/07/2021,
divergeixen en altres subgrups.

BACTERIA Bacteria

verde EUKARYA
Spirochaetes filamentosa ~ARCHAEA
Ciam ) Myxomycota
¢ positivaj Meth cina E e Animal
Proteobacteria Methanobacterium Fungi
Cianobacteria Methanococcus Haléfilos Plantas
Planctomyces T. celer Ciliophora
Bactervides Thermoproteus Flagelados
Cytophaga Pyrodicticum

Tricomonadas

TL
Aqyufex ==

Microsporidias
Diplomadas

figura 6. Reconstruccio filogenética basada en I’analisi comparatiu de la seqiiéncia del gen que codifica per a la subunitat petita
del RNA ribosomic. Font:

https://www.mined.gob.sv/materiales/f3/semana7/9grado/ciencia/Guia_autoaprendizaje estudiante 9no grado_Ciencia f3 s7_imp
reso.pdf (19/07/2021)

13 La genealogia és la disciplina que estudia l'ascendéncia i la successié de les persones i els llinatges i
determina els seus parentius i aliances mitjangant documentacio fefaent (legalitzada per un notari o que
disposa de fe publica).
14 La reconstruccio filogenética de la subunitat petita del RNA ribosomic es tracta d’un métode per
relacionar les relacions evolutives entre varies espécies o altres entitats que es creuen que tenen una
ascendéncia comunaa travésde la coincidéncia de bases nitrogenades del RNA ribosomic.
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4.3.1 ARCHAEA (Archeobacteria)

Sén cel-lules procariotes (no presenten el material genetic en un nucli definit amb membrana
cel-lular). La majoria d’Archeobacteria SOn gramnegatius. La membrana plasmatica d’aquest
domini té algunes particularitats com 1’abséncia de mureina o peptidoglica en la seva paret
cel-lular o la manca de fosfolipids com a lipids de membrana. Antagdnicament, aquestes
estructures estan formades per pseudopeptidoglica, unitats repetitives que s'alternen de N-
acetilglucosamina i acid N-acetiltalosaminuronic, i isopre (Fitanil) + glicerol com a lipids de

membrana units per enllagos eter ramificats.

Els ribosomes d’aquests organismes tenen un coeficient de Svedberg de 70S. El Svedberg,
simbol S, és una unitat de mesura de la velocitat de sedimentaci6 no additiva, és a dir, una
particula formada a partir de dues particules 5S no tindra un coeficient de sedimentacié de 10S.

Tenen lacapcitatde formar monocapes lipidiques o bicapes. Ambdues estrctures estan contruides
per quaranta carbonis (monocapa quaranta i bicapa vint + vint). La diferencia entre les dues
estructures es I’'unié dels fitanils. En la monocapa s’unixen forman una sola moléculaallargada

anoemnada bifitanil, i a la bicapa aquets lipids no queden units.

proteina de membrana ——,

-
it j%#

(a) bicapa lipidica (b) monacapa lipidica

N

figura 7. Estructurade la membranaplasmatica del domini Archaea. Font: https://docplayer.es/64784514-La-celula-procariota-
estructura-y-funcion.html (31/08/2021)

Els arqueobacteris son organismes pertanyentsal domini Archaea, i corresponen a ésser vius que
presenten una gran varietat de reaccions quimiques en el seu metabolismei utilitzen diferents

fonts d’energia.

Tipus nutricional Font d'energia Font de carboni

Fototrofs Llum solar Compostos organics

Litotrofs Compostos inorganics | Compostos inorganics o fixacio del carboni
Organotrofs Compostos organics | Compostos organics o fixacio del carboni

taula 2. Tipus nutricionals del metabolisme arqueobacteria. Font: https://ca.wikipedia.org/wiki/Arqueobacteris#Metabolisme
(01/08/2021)
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Aquest domini és considerat com els organismes més ancestrals de la Terra, és per aquest mateix
motiu, els microorganismes que en més ambients i territoris inhospits poden subsistirt®. Degut a
la seva capacitat d’habitar en ambients extrems, sén coneguts com extremofils. Podem considerar

aquest subgrups dins del domini segons el tipus de medi en el que poden residir:

e Metanogens: Els metanogens son membres del domini Arquea que es caracteritzen
per obtenir energia a partir de la biosintesi del meta. Viuen en medis estrictament
anaerobis i desprenen meta (CH4) com a residu metabolic, el qual s’acumula a
I’ambient i acaba formant grans reserves de gas natural afavorint I’escalfament
global.
Els metandgens es poden classificar en quatre grups segons la seva morfologia:

figura 8. Morfologia dels metanogens. a) Methanobacteria; b) Methanomicrobia; c) Methanococci; d) Methanopyri. Font:
https://www.slideshare.net/KiikeeAleejoo/metangenas (01/08/2021)

Daltra banda, és possible diferenciar els metanogens fisiologicament per la preséncia o abséncia
de citocroms, proteines que realitzen una funci6 vital en el transport d’energia quimica i

catalitzador de reaccions redox en totes les cél-lules vives.

Els metandgens que posseeixen citocroms creixen principalmenten acetat, metanol i metilaminas.
Requereixend'unamajor pressié parcial d'H, per al seu creixement, i per tenir un major rendiment
guant al creixement.

Els metanogens que no posseeixen citocroms utilitzen CO, i H, A excepcio del genere

Methanosphaera que només pot reduir el metanol amb H,,

15 L’ambient de Terra primitiva es caracteritza peraltes temperatures, altindex d’amoniac, poc oxigen i
molt CO.
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e Hipertermofils: Bacteris que habiten en ambients geotérmics calents (minim 80°C) amb
un alt percentatge de sofre i acidesa. Presenten adaptacions moleculars que els permeten

viure en aquestes condicions: tenen enzims i macromolécules estables a elevades

temperatures, posseeixen una membrana
amb lipids saturats de cadena llarga i
presenten menys acids grassos en
membrana, en el seu lloc tenen glucids.
Generalmenttenenun elevat percentatge de

glicerina i citosina en el seu material

geneétic.

wikipedia (16,/08/2021)

Aquests  microorganismes  compten  amb

mecanismes intrinsec i extrinsec que proporcionen estabilitat termica a les proteines. Com a
mecanisme intrinsec, entre d’altres, tenen la caracteristica de formaci6 de nuclis altament apolars;
un centre hidrofobic ajuda a excloure I'aigua de la regi6 interna de la proteina, fent el centre més

"enganx0s” i més resistent a el desdoblament i al moviment proteic.

Com a mecanisme extrinsec tenen les xaperones, proteines d'alt pes molecular que mantenen la
seva estructura i integritat funcional a altes temperatures, corregeixen el plegament de les
proteines i ajuden a recuperar la conformacié funcional de les mateixes; s'indueixen quan hi ha

estrés ambiental i s'han trobat en tots els organismes termofils estudiats.

e Halofils:. Bacteris que viuen en medis amb unaalta concentracio salina.
Aquests microorganismestenen la capacitatde regular la seva pressio osmoticaen relacio
amb el medi i resistir els efectes nocius de la sal, de la mateixa manera, els halofils
extrems no poden viure en un medi amb una concentracié de clorur sodic (NaCl)*® menor
al deu per cent.
Els halofils son aerobis que mitjancant la respiracié generen practicament tot I’ ATP necessari,
addicionalment també poden portar a terme una forma primitiva de fotosintesi. A la membrana
citoplasmatica de diferents microorganismes halofils, es diferencien unes taques anomenades
membranes porpres que contenen el pigment bacteriorodopsina (un pigment semblant a la
rodopsina, el pigment sensible ala llum dels ulls dels vertebrats). La bacteriorodopsina, quan

actua amb un cofactor'’, el retinal, converteix ’energia luminica en energia quimica. Aquest

16 Formula quimica de la sal comuna.
17 Es un compost quimic no proteic o un i6 metal-lic que es requereix per a l'activitat d'un enzim coma
catalitzador.

20



pigment utilitza ’energia luminica per expulsar un proto de la cél-lula i crear aixi un gradient de

protons que pot ser emprat per generar ATP.

Aquests microorganismes compten amb una membrana semipermeable, la qual permet el
transport de substancies. Realitzen un procés d’osmosi que té com a objectiu aconseguir un medi

1sotonic, mateixa concentracio de solut al medi intercel-lular com a I’extracel-lular.

L’aigua pot travessar la membrana pero la majoria de substancies dissoltes en ella, no. Si la
concentracio de soluts, per exemple de sal, és la mateixa a I'interior i a I'exterior, no hi ha cap
problema. Les molecules d'aigua aniran entrant i sortint en la mateixa proporcio. Pero si la
concentracio de sal a I'exterior és més gran que a l'interior, les molecules d'aigua tendiran a sortir
de la cél-lula fins que les concentracions de sal s'igualin en els dos costats de la membrana. Com
a resultat d'aquest fenomen la cél-lula s'assecara i morira. Per evitar la mort cel-lular hem d’evitar
la pérdua d’aigua.

La solucid a la que recorren els halofils consisteix en acumular una substancia soluble en aigua
(ions potassi, glicina-betaina, dimetilsufoniporpionat, etc.) en I’interior de la cél-lula, en
quantitats similars a las que hi han en I’exterior, pero que permet el funcionament normal del
metabolisme.

Sén capacos de tornar a estructurar el seu material genétic inclis una vegada aquest ha sigut
fragmentat.

4.3.2 EUBACTERIA (Bacteria).

De la mateixa manera que el domini Archaea, son cél-lules amb abséncia de nucli definit i
unicel-lulars. Posseeixen una membrana cel-lular formada per una doble capa lipidica, de la
mateixa manera que els eucariotes. En el cas dels bacteria, la bicapaembolcalla un interior aquos,
anomenat citosol on es troba el material genétic de la cél-lula i algunes proteines cel-lulars com
els ribosomes (encarregats de la traduccio de les proteines). Totel seu ADN es troba en un sol

cromosomacircular.

Aquest domini presenta peptidoglicaen la seva paret cel-lular i amb fregtiéncia estan envoltades
per una capsula o matriu gelatinosa anomenada glicocalix. Es tracta d’un component ric en
carbohidrats que proporciona resistencia vital a la bacteria (condicions adverses, patogens i
antibiotics).

Dins del domini bacteria, podem trobar organismes autotrofs o heterotrofs. La majoria de bacteris
heterotrofs son saprofits, €s a dir, s’alimenten de materica organica en descomposicio; d’altra

banda podem trobar bacteris parasits, els quals viuen dins o fora d’un altre organisme al qual
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perjudica; o bacteris simbiotics els quals estableixen una relacié de benefici mutu amb un altre

organisme.

En el cas de bacteris autotrofs, podem trobar fotoautotrofs o quimioautotrofs, els quals poden o

no dependre de la preséncia d’oxigen.

Existeixen subgrups dins del domini, segons si tenen o no paret cel-lular, hi destaquen els
seguents:

Amb paret

e Gram negatiu: Els bacteris gramnegatiu tenen una paret bacteriana prima formada per
peptidoglica sense acids teicoics ni lipoteicoics. A mésla cél-lula, esta envoltada per una
membrana externa que conté el lipopolisacarid, que envolta la capa de peptidoglica i que
defineix I'espai periplasmatic.

e Gram positiu: Els bacteris grampositius tenen una paret bacteriana gruixuda (de 10 a 80
nm?®) i formada per acids teicoics, per acids lipoteicoics i per diverses capes
de peptidoglica, que dona formai rigidesa a la cel-lula.

wew
Grampositiu
Membrana plasmitica
Espad periplismic
Peptideglich
Membrana plasmaitica
Espai periplismic
Feptidoglich
Bembrana externa
s
Gramnegatiu

figura 10. comparacié de les dues parets (gramnegatiu i grampositiu). Font: wikipedia (16/08/2021)

Sense paret

e Micoplasma: Es un génere de bacteris que no tenen paret cel-lular. Sense aquesta paret
cel-lular, no estan afectats per molts antibiotics com la penicil-lina o altres que tenen
I'objectiu d'atacar la paret cel-lular. Poden ser parasits o saprofits. Tenen un genomaamb
un baix percentatge de C+G (citosina i guanina).

18 Un nanometre equivala 10 metres. Es una unitat de longitud del SI utilitzada per mesurar unitats tan
petites com bacteris o virus entre d’altres.
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Nombroses espécies d’aquest génere, son patogenes pels humans. M. Pneumoniae , és una causa
important de pneumonia atipica i altres trastorns respiratoris, i Mycoplasma genitalium, que es
creu esta involucradaen les malalties inflamatories pelviques. Poden arribar a causar o contribuir
amb alguns cancers.

Alguns organismes pertanyents al génere micoplasma, sén capagos de tenir una forma helicoidal

sense necessitat d’una estructurarigida (paret cel-lular).

hipertermaofils |
—| meatanogens
a

ARCHAEA (Archeobacteria) halbfils |

BACTERIS _L sense paret —| micoplasma

— EUBACTERIA (Bacteria) —|_
amb paret
—

figura 11. Esquema resum de com es classifiquen els bacteris. (16/08/2021)

4.4 ELEMENTS ESTRCTURALS DELS BACTERIS

Les cel-lules procariotes estan formades per nombroses estructures externesi internes. Tot i no
ser dotats de gairebé cap organul intern, disposen d’estructures externes que les diferencien

d’altres tipus d’organismes.

Una d’aquestes estructures ¢s la paret bacteriana, present només a les cél-lules pertanyents al
regne procariota. Aquesta paret és formada per un peptidoglica anomenat mureina. Aquesta
macromolecula estd formada per sequéncies alternants de N-acetil-glucosamina (NAG)i
I’acid N-acetilmuramic (NAM) formant una cadena llarga no ramificada.

Aquesta estructura aporta diverses funcions al bacteri, entre les quals destaquen:

e Evita la lisis cel-lular produida per les pressions osmotiques, és a dir, aporta

proteccio a la cél-lula.

e Permet les diferents formes (abans mencionades) gracies a la rigidesa de la paret.

Sense aquesta rigidesa, el bacteri adquiriria forma esférica.

e Esunllocd’ancoratge, tanperaltresbacteris com perel propi flagel dela cél-lula.

Una altra estructura vital és la membrana cel-lular, tambe present en cél-lules eucariotes.
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Representa una barrera entre el medi extracel-lular i I’intracel-lular. Consisteix en una bicapa
lipidica, formada per fosfolipids amfipatics (conté un extrem hidrofil, soluble en aigua; i un
extrem hidrofob, insoluble en aigua). Degut a la manca de membranes internes, tots els processos
d’oxidacio, fosforilacio i transport d’electrons, tenen lloc en aquesta membrana. A més aquesta
membrana presenta també un altre element estructural caracteristic de cél-lules procariota, els
mesosomes, unes invaginacions de la membrana plasmatica que formen vesicules. Encara que se
I’hi ha atribuit diverses funcions, avui dia, es desconeix la funcié exactatot i que hi ha hipotesis
que consideren que els mesosomes sén artefactes generats durant la fixacio quimica dels bacteris

per la seva observaci6 al microscopi electronic.

La membrana cel-lular compleix amb la funci6 de barreraosmaotica, té permeabilitat selectiva i
permet la ingesta de nutrients i la sortida de rebuig per mecanismes de transport actiu (despesa
energética en forma d’ATP) i passiu (sense despesa energetica).

A més de la paret bacteriana i la membrana citoplasmatica, trobem altres elements externs propis
del regne procariota. Aquests elements son facultatius, és a dir hi ha organismes que poden tenir-

ne id’altres que no, ja que no s6n imprescindibles per a la supervivéncia.

e Capsula: Es un element extern no vital, la seva pérdua no s’associa amb la viabilitat
cel-lular, pero si amb canvis de morfologia colonial i pérdua de la viruléncia bacteriana.
Generalment és formada per polisacarid encara que hi ha espécies que tenen una capsula
formada per lipids.

La capsula té coma objectiu protegir la cél-lulade la fagocitosi, principal mecanisme de defensa
que posaen joc I'noste davant la preséncia de bacteris capsulats. Una resposta immunitaria rapida
¢és la produccio d’anticossos especifics que s’adhereixen a la capsula per agilitzar el procés de

fagocitosi.

Els bacteris que produeixen capsula formen en els mitjans solids colonies aquoses, mucoide (M)

o llises (S), en canvi, els ceps rugosos (R) no produeixen capsula.
e Flagels: Els flagels son filaments proteics, helicoidals, prims i rigids, de longitud i

diametre uniforme, responsables de la mobilitat del bacteri. Per poder observar-se han de

tenyir-se amb técniques especials peraugmentar el seu gruix.
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Aquests tenen tres parts: el filament, el
ganxo i el cos basal. El primer sobresurt de
la superficie bacterianais'uneix ael
ganxo, que esta fix a el cos basal. Aquest
Gltim esta ancorat a la membrana
plasmatica i esta compost per un cilindre i
dos o mes anell contigus a la membrana
plasmatica, el peptidoglica i, en els
bacteris gramnegatius, a la membrana
externa.

e ——
amplificacio

d'aquesta regio

figura 12. Parts del flagel. Font:
http://www.higiene.edu.uy/cefa/2008/MorfologiayEstructuraBacte

riana.pdf.. (20/08/2021)

Els flagels poden varier de nombre, un bacteri pot presentar des d’un fins a centenars de flagels.

Les especies bacterianes difereixen segons el nombre i posicié d’aquests. Els models de

distribucié dels flagels sén (tils per identificar els bacteris. Hi destaquen:

- Monotric: Un sol flagel situat en un extrem del bacteri i s’anomena polar.

- Anfitric: Dos flagels situats en cada extrem polar.

- Lofotric: Un grup de flagels situats en un sol extrem del bacteri.

- Peritric: Flagels distruibuts uniformement al voltant del bacteri.

e Endospores: Son estructures que es desenvolupen dins de la cél-lula i ofereixen una

major resistencia a situacions vitals estresants com la calor, o radiacio.

D’altra banda trobem diversos elements ubicats en el medi intercel-lular (dins de la cél-lula). En

primer lloc, el citoplasma, una soluci6 aquosa i viscosa que conté solutsorganics i inorganics i

elements especialitzats com ribosomes, material genetic i cosos d’inclusio. Alguns dels organuls

que conté sén el seguents:

e Cossos d’inclusio: Son granuls de material organic o inorganic, algunes vegades

envoltats de membrana. En general funcionen com a emmagatzematge de compostos

energetics que son utilizats com a font d'energia. Sovint les inclusions es poden veure

directament amb el microscopi de llum sense tincions especials.

e Plasmidis: Constitueixen el material genétic extracromosomic. SOn seqiiéncies curtes de

DNA circular bicatenari, poden o no estar presents i es poden replicar independenment

25


http://www.higiene.edu.uy/cefa/2008/MorfologiayEstructuraBacteriana.pdf
http://www.higiene.edu.uy/cefa/2008/MorfologiayEstructuraBacteriana.pdf

del DNA cromosomic. No son esencials per la vida pero generlament proporcionen
ventatges selectives, com per exemple: resistencia antibiotics, noves capacitats
metaboliques, patogeniques (quan codifiquen per factors de viruléncia com toxines, etc.)
0 altres nombroses propietats.
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capsula ——

paret cel-lular = T
membrana plasmatica rihosomes

figura 13. Parts d'un bacteri. Font: https.//mestreacasa.qva.es/c/document library/get file?folderld=500022362512&name=DLFE-
1877825.pdf (22/08/2021)

4.5 TINCIO DE GRAM

La tinci6 de gram és una técnica de laboratori dissenyada per Christian Gramen I’any 1884.
L’objectiu d’aquesta tincio és aconseguir una prova amb la que sigui possible diferenciar dos

grans grups de bacteris per poder estudiar-losi identificar-los.

Segons la distribucié del peptidoglica que constitueix la paret bacteriana, es tenyeixen d’una
forma o d’una altra. Les que no aconsegueixen tenyir-se es denominen bacteris gramnegatiu, aixi

doncs les que si ho aconsegueixen sén bacteris grampositiu.

4.5.1 Bacteris gram —

La paret bacteriana d’aquests consta de tres parts: La membrana plasmatica, 1’espai periplasmatic
que engloba una fina capa de peptidoglicaila membrana externa. Aquesta ultima es exclusiva
dels bacteris gramnegatiu, és formada per una bicapa lipidica constituida per una molécula
amfipatica: El lipopolisacarid (LPS) o endotoxina.

Una de les funcions més importants de la membrana és funcionar com a barrera protectora. Evita
o disminueix ’entrada de sals biliars, antibiotics i d’altres substancies toxiques que podrien
destruir o lesionar el bacteri. La membrana externa és més permeable que la plasmaticai conté

porines, proteines integrals o transmembrana que faciliten el transport de petites molécules.
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4.5.2 Bacteris gram +

La paret bacteriana d’aquests esta formada per una capa gruixuda de peptidoglica.

No obstant aixo, aquestes cél-lules contenen també una gran quantitat d'acid teTcoic: polisacarids
que s'uneixen a l'acid N-acetilmuramic o als lipids de la membrana plasmatica. En aquest Gltim
cas es denominaacid lipoteicoic. Ambdads tenen funci6 estabilitzadora.

La superficie externa del peptidoglica dels bacteris grampositius estan generalment envoltades de
proteines. Els diferents grups de bacteris grampositius i les diferents espécies difereixen en la

composicid de les proteines i d’acids teicoics; aixo es Util per la seva identificacio.

GRAMNEGATIU GRAMPOSITIU

TTOAQTIITETTLY o™
__lipoproteines
peptidoglica
espai .

citoplasmatic

AT LTI

.; 1 ‘;""%‘5'5 1 "g‘@('[“(‘[" membrana

Citoplasmatic

' lipopolisacarids Nporina , proteina

figura 14. Comparacio de les diferents parts de la paret bacteriana. Font: https://www.istockphoto.com/es/vector/gram-positiva-y-
bacterias-gramnegativas-gm518294121-49051886 (24/08/2021)

Les grampositives seran del color del cristall violeta i les gramnegatives quedaran del color de la

safranina, és a dir un color fucsia.
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figura 15. Diferenciasota el microscopi. Font: https:/diferencias.info/diferencia-entre-bacterias-gram-positivas-y-negativas/
(23/08/2021)
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4.6 FONAMENTS DE LA TINCIO DE GRAM

La diferencia entre ambdos bacteris estroba en la naturalesa fisica de les seves respectives parets
bacterianes. El peptidoglica no es tenyeix per si mateix, més aviat actua com a barrera de
permeabilitat per evitar la pérduade cristall violeta. Durant el procésde coloracié els bacteris es
tenyeixen primer amb cristall violeta i després es tracten amb iodur per afavorir la retencié del
colorant. En la decoloracié amb etanol, I'alcohol contrau els porus de la capa gruixuda de
peptidoglica (gram +) i reté el complex; aixi els bacteris adquireixen color violeta.

Per contra, la capade peptidoglica dels bacteris gramnegatius és molt fina, amb menys enllagos i
amb porus de major grandaria. A meés, és possible que el tractament amb alcohol extregui
suficients lipids de la membrana externa com per augmentar la seva porositat. Per aquests motius

I'alcohol s’elimina més facilment el complex cristall violetaiodur en els bacteris gramnegatius.

4.7 MORFOLOGIA EXTERNA DELS BACTERIS

Els bacteris sén microorganismes relativament senzills, pero totiaixi, existeix unaampliavarietat
de mides i formes de procariotes. Les diferents morfologies que poden presentar aquests

organismes, han permés establir un criteris pera la seva classificacio.

Els segiients parametres son alguns dels que es tenen en compte a I’hora d’ identificar-los, pero
també existeixen altres métodes com la tincié de gram, activitat metabolica, formacié o no

d’endospores, disposicio del flagel, creixement,...

4.7.1 Mida

La mida dels bacterisoscil-laentre les 0.5 i 3 micres, podent arribar en alguns tipus a 10 micres.
Els bacteris d'interes médic tenen una mida entre 0.4 i 2 micres. Només son visibles llavors, al
microscopi optic 0 microscopi electronic. SGn més grans que un virus perd més petits que una
cél-lula eucariota.

4.7.2 Forma

La forma bacteriana ve determinada per la rigidesa de la seva paret cel-lular. Es poden classificar
en:

e Cocs: Bacteris que presenten formes esferiques i formen agrupacions homogeénies.

Aquestes agrupacions poden ser:

e Diplococs: Cocsagrupats per parelles.
e Tetrades: Cocs que esdivideixen en dos direccions perpendiculars, formant una

agrupacio en unadisposicié quadrada.
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e Sarcines: Cocs que esdivideixen entres direccions perpendiculars, formant una
disposicio semblant a la d’un cub.

e Estreptococs: Cocs que formen una cadena.

e Estafilococs: Cocs que, per la seva agrupacid, formen una estructura semblant al

raim.

e Espirals: Aquest tipus de bacteri es caracteritza per presentar una forma corba,

algunes poden arribar a tenir forma d’hélix. Dins d’aquest grup es classifiquen:

e Vibrions: Espirils curts, generalment amb forma de coma.

e Espirils: Aquests bacteris, relativament rigids, presenten una forma helicoidal;
es mouen a traves de flagels externs donant voltes sobre el seu eix.

e Espirocoquetes: Forma helicoidal amb un cos flexible. Es mouen gracies a
filaments axials que son flagels periplasmatics, el que els permet donar voltes
sobre el seu eix.

e Bacils: Bacteris que formen agrupacions heterogenies. Podenser cilindrics, en forma
de bastd, llargsi prims, petits i gruixuts, també poden presentar variacionsen els seus
extrems podentser rectes, afilatso arrodonits. Segonscom es mantinguin units poden

Ser:

e Diplobacils: Bacils agrupats en parelles.

e Estreptobacils: Agrupacié semblant a una cadena.

o Palissada: Bacils agrupatsen paral-lel.

e Formes filamentoses: Bacils que creixen en forma de fibres i adquireixen

diferents disposicions, a aquesta formacio també se I’anomena lletres xineses.

e Cocobacils: Bacils de reduida llargada que poden ser confosos amb cocs.

e Altres formes: Forma estrellada, rectangular i planes, en forma de pera, i finalment
a cel-lules que formen peduncles no cel-lulars.
COCs 0

sarcines llll

m v1br1011s ch[ls palissada
. . “'V'f l l cocob’u:lls

diplococs estreptococs espmls dlplDb’lCllS
' 5 "lletres xineses"
tetrades estafilococs espirocoquetes estreptobacﬂs

figura 16. Tipus de morfologies bacterianes. Font propia (16/0/2021)
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CAPITOL 3: L’ATMOSFERA..
I’ALLOTJAMENT DE
PSEUDOMONAS SYRINGAE
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5.1 INTRODUCCIO

Enaquest capitol centrarem enl’objectiud’aquesttreball de recerca, I’espéciebacteriana principal
nucleadors de gel, Pseudomonas Syringae. D’aquest bacteri explicaré les seves caracteristiques
principals i les quals aporten informacio per la posterior identificacid; com funciona la proteina
que actua com a nucli de condensacio i per acabar, la morfologia de les seves colonies. Per tal de
tenir-ho més present, explicaré les capes que composen 1’atmosfera, centrant-me en la troposfera,

i algunes de les seves caracteristiques.

5.2 L’ ATMOSFERA

L’atmosfera és el conjunt de gasos que envolten el planeta o cos celeste de massa suficient, i que
es manté en el seu lloc per efecte de la gravetat. Entre les seves funcions, hi destaquen les

seguents:

e Proporciona els gasos vitals pels ésser vius.

e Forma partdel cicle hidrologic.

e Serveix de proteccid contra els raigs cosmics.

e Distribueix I’energia solar pertot el planeta.
Té un gruix d’aproximadament 1000km i es divideix en diferents capes en funcio de la
temperaturai per consequlent, I’altura: Troposfera, estratosfera, mesosfera i termosfera.

e Troposfera: Té un gruix aproximat de 10-15km. Conté, de forma aproximada, el 75%
dels gasos totals atmosferics. En aquesta capa, es produeixen un importants moviments
verticals i horitzontals d’aire (vent), es dispersen la major part de contaminantsi és on

tenen lloc els fendmens meteorologics.

En I’extrem superior d’aquesta, es troba la tropopausa, una superficie ideal que marca el principi

de la estratosfera. La temperatura a la tropopausa arribaals -57°C.

e Estratosfera: Té un gruix de 35km. S’hi distingeixen dues parts: I’estratosfera inferior,
on la temperatura és constants; i la estratosfera superior, on la temperatura augmenta
d’acord amb I’ascens, podent arribar als 60°C en el seu punt mésalts, el qual coincideix

amb la estratopausa.

L’augment de temperatura en aquesta capa té relacié amb la preséncia de la capa d’0z6 (Oj).
Aguesta capa gasosa absorbeix gran part de la radiacié ultraviolada procedents del sol.
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e Mesosfera: La capaté una extensio de 50km, on la temperaturatorna a ascendir fins un

minim de 85°C.

e Termosfera: També coneguda com ionosfera per la capacitat que tenen les radiacions
ultraviolada de dissociar molecules de nitrogen i oxigen. Aqui les temperatures arriben a
uns 1500°C.

A partir dels 600 als 800km, comenca la exosfera la qual representa un 1% de la massa total

atmosférica. Conté gasos en estat atomic.

5.3 LA TROPOSFERA I ELS BACTERIS

Com hem mencionat amb anterioritat, a la troposfera és on tenen lloc la majoria, si no tots, els
fenomens meteorologics, i de la mateixa manera, la formacié de navols. Els ndvols son aerosols

formats per unamesclade gasosi particules microscopiques (pols, carbd, sal marina, i d’altres).

Coneixemqueelsnuavols es formenperla condensacié del vapor d’aigua. No obstant aquest vapor
d’aigua requereix de petites particules en suspensio, que permetin ’agregacio de molecules

d’aigua, les anomenades nuclis de condensacio dels navols (NCCs).

Cada cop hi ha més proves cientifiques de I’existéncia de bacteris NCC localitzats a ’alta
troposfera (la capa més baixa de ’atmosfera Terrestre). Un d’aquests bacteris més conegut i
estudiat és el patogen Pseudomonas Syringae, un bacteri que secreta una proteina que promou la
condensacio i formacio de gel a temperatures properes a 0°C. També coneguda per la quantitat

d’especies vegetals a les que infecta.

S’ha vist que els bacteris viables (per PCR quantitatival® i microscopia d’epifluorescéncia?®) a
uns 10 km d’al¢ada representen un 20% de les particules totals de mides entre 0,251 1 nm.
Aquestes dades suggereixen que els bacteris son una fraccié important i subestimada de les
microparticules dels aerosols?! atmosferics.

El microbioma troposféric t¢ una bona varietat de taxons (grup d’organismes emparentats)
bacterians que varien dinamicament segons les turbuléncies atmosferiques i en preséncia

d’huracans.

19 La PCR quantitativa és una modificacié de la técnica de PCR convencional que permet quantificar la
quantitatinicial d'un fragment diana en present en la mostra original, ja sigui DNA o RNA.
20 En un microscopi d’epifluorescéncia a diferéncia d’un microscopi Optic convencional, la llum incideix
sobre la mostra. El seu funcionament es basa en la propietat de fluorescéncia de determinades molécules
anomenadesfluorocromsamb les que marquen les mostres per ser observades especificament.
21 Suspensi6 de particules fines solides o liquides en un gas.
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Tanmateix, hi ha particules que ajuden a la condensaci6 del vapor d’aigua d’origen no biologic
com: pols, cendres, sulfats i nitrats; pero les mes actives existeixen de manera natural i tenen
origen biologic, i son capaces decatalitzar laformacio de gel atemperatures altes coma dos graus
centigrads sota zero.

5.4 PSEUDOMONAS SYRINGAE

Pseudomonas Syringae és un bacteri gramnegatiu i
oxidasa negatiu, tenen forma de bacil amb flagels
polars; sén aerobics estrictes encara que poden tolerar

nitrats com acceptors d’electrons.
Formen colonies rodones de color blanc.

Pel contrari, no poden viure en un substrat que present

un pH acid (4.5 o inferior).

Pertanyen al super regne procariota i regne bacteria. f{g'ural7_pseudomonassyringael Font:
http://prgdb.crg.eu/wiki/Species:Pseudomonas_syring
ae_pv. syringae(13/09/2021)

Provoca malalties en nombroses plantes com ara en
Solanum lycopersicum (tomaquet). Entre d’altres
caracteristiques, produeix la proteina Ina (ice nucleation-active) que fa que ’aigua glaci amb
major facilitat a elevades temperatures. Recentment s’ha descobert la seva importancia
meteorologica en la produccio de plujai neu i s’hapogut observar la seva presénciaen pedres de

gel de les pedregades.

Els bacteris de nucleacio6 de gel (INA) sén els nucleadors de gel més efectius coneguts. Utilitzen
proteines nucleadores de gel (INP) adherits a la membrana bacteriana externa. Aquesta espéecie,
Pseudomones Syringae, congela I’aigua a temperatures de -2°C, per tant aquest bacteris tenen un
rellevat paper atmosféric, especialment en navols que estan en fase mixta o baixa altitud on les

particules abiotiques sén particules nucleadores de gel molt menys efectives que els bacteris.

Tantaixi que no noméstenen importancia biologica, sind que son comercialitzats per afavorir la
produccié de neu artificial, la conservacié d’aliments, la criomedicina (us terapeutic a baixes
temperatures) i les tecnologies de congelacio.

Avui dia, encara hi ha una important manca d’evidéncies experimentals del funcionament
d’aquestes proteines nucleadores de gel. Tot i que la seqliéncia InaZ (la proteina nucleadora de p.
syringae) es coneix des de fa uns trenta anys, no estaclar el seu plegament.

InaZ es torna a ordenar a baixes temperatures, i per tant, augmenta el contacte amb les molécules

d’aigua i per consegiient suggereixo que augmenta I’activitat de nucleacio de gel.
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5.4.1 PROTEINA NUCLEADORA InaZ

Recapitulant, P. Syringae és un bacteri nucleador de gel de gran importancia que a més a més,
degut a les gelades i pedregades, infecta a diverses espécies vegetals com la tomaquera.

InaZ sén glicoproteines que poden trobar-se a la membrana externa mitjangant un ancoratge de
glicosilfosfatidilinositol. Son capaces de mimetitzar la estructura d’un nucli de gel, actuant com

a motlle de formaci6 d’aquest.

Aquesta proteina obté nutrients de les plantes gracies a que les baixes temperatures trenquen la
paret cel-lular vegetal i els hi facilita la seva penetracio. Quan aquesta aigua de gel s’evapora i és
transferida a ’atmosfera condueixen la nucleacid del gel dins dels navols i poden afectar als
patrons globals de precipitacio.

Amb diversos estudis s’ha observat que les repeticions gelades d’Inaz adopten una estructura
similar a les proteines anticongelants dels insectes. En aquesta configuracié 1’enllag que uneix la
molécula d’aigua amb la proteina imposa unaalineacié de les molécules al llarg de repeticions de
quaranta-vuit aminoacids, que consisteix en setze residus repetits, on I’octamer (vuit proteines
histones que formen un nucli necessari per I’enrotllament posterior de I’ADN) es conserva
AGYGSTxXT.

Hocs d'activitat del gel

figura 18. Proteina InaZ. Font: https://www.nature.com/articles/s41467-021-21349-3 (13/09/2021)
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CAPITOL 4: DE L’ ATMOSFERA A
LA COLUMNA DE VINOGRADSKI
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6.1 INTRODUCCIO

En aquest capitol explicaré tot el proceés fins a la construccio de la columna de Vinogradski.
L’objectiu d’aquest apartat és donar a conéixer com vaig recollir ’aigua i el substrat de la
columna, explicar els fonaments teorics de la columna de Vinogradski i I’informe de practica

d’aquesta.

Aixi doncs, ubicaré els diferents lloc d’on he recollit I’aigua i presentaré la qualitat de 1’aire
mitjana de cada localitzacio.

D’altra banda, explicaré extensament que és una columnade Vinogradski, per a que serveix i que
permet observar i estudiar. La formacid dels diferents estrats o zones i les caracteristiques de

cadascun d’ells. I concloure I’apartat amb un analisi de les dades obtingudes.

6.2 RECOLLIDA D’AIGUA

L’aigua és la base de la part practica de meu treball, per conseglient, vaig decidir recollir aigua de
zones geografiques diferents pel que fa a la qualitat o puresa de I’aire per aixi comprovar que
aquest bacteri és present a totes les localitzacions i no nomésa les zones més naturals com podria
ser un bosc. Aixi doncs, vaig recollir aigua de: Riells i Viabrea, un bosc, Puigcerda i Barcelona
(Observatori Fabra).

Per recollir I’aigua necessitem:

MATERIALS:

e Quatre pots de vidre amb tapa
e Drap atapeit

e Gomaelastica

e Alcohol 96°

e Aigua

e Recipientgran per bullir

e Fogo

PROCEDIMENT:

Omplir d'aigua una ollagran i posar a foc.

Introduir els pots i les tapes ben coberts per I'aigua (uns 3-4 dits).

Bullir els pots i els draps per d’obtenir materials el maxim esterilitzats possibles.
Amb una mica d’alcohol rentar la goma, amb el mateix proposit d’esterilitzar-la.

Col-locareldrapalabocadel poti posteriorment la goma al voltant del drap i tapar.

© gk~ w b=

Guardar en un lloc sense humitat fins el moment de la recollida d’aigua.
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6.2.1 Riells i Viabrea
Riells i Viabrea és un municipi de la comarca de la Selva a la

provinciade Girona.

La recollida de Riells va dur-se a terme al meu propi domicili. Al
jardi.

fiura . recollidd'aig'ilaé 7
Riellsi Viabrea. Fontpropia
6.2.2 Bosc (28/10/2021)

El bosc té una font, anomenada font de I’Avet. La seva aigua prové de la fusio de la neu del
Montseny i de la mateixa humitat que aquesta muntanya desprén i per tant €s una aigua sense
tractament quimic (no potable) i totalment natural.

Aquest bosc va proporcionar el substrat de les columnes de Vinogradski i també I’aigua per

aquestes.

6.2.3 Puigcerda

Puigcerda és una vila que pertany a la provincia de Girona. Es situa a una altitud de mil dos-cents
dos metres. El pot va ser col-locat al balco del pis dun conegut.
6.2.4 Barcelona (observatori Fabra)

Barcelonaés una ciutat a la costa mediterrania de la peninsula Ibérica i capital de la comunitat
w\ J catalana. Aquesta vegada, la recollida no va dur-se a terme

‘ en el centre urba, sind a I’observatori Fabra. L’observatori
Fabra és un observatori astronomic situat a quatre-cents onze
metres sobre el nivell del mar. Es ubicat a un contrafort del
Tibidabo i fou fundat ’any 1904. Aquest observatori té un
objectiu climatic, no de previsid, i una jornada laboral de
vint-i-quatre hores. Les dades que extreuen son enviades al
servei de meteorologia de Catalunya (Meteo.cat) i a Espanya
» (AEMET).

W;;;fzczdel’gbse;azori “Els instruments classics son la referéncia, els digitals son
Fabra. Font propia. (17/08/2021)

suport” va comentar Alfons Puertas Castro, meteoroleg de
I’observatori. Aixi doncs, els pluviometres de I’observatori tenen un diametre de dos-cents

centimetres i un embut que evita ’evaporacioé de 1’aigua. L’aigua entra per 1’obertura del
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pluviometre i llisca per I’embut, que té un forat petit i profund,

on I’aigua queda “tancada”. Aquests sonrevisats cadasis hores.

Tot i aixii amb la intenci6 de no alterar gaire la contaminacio
del recipient, no vam utilitzar els pluviometres sind que ens van

proporcionaraccésa laterrassasuperior. Allavaigdeixar el pot

figur 21. Pluviometre de I'observatori
Fabra. Font propia (17/08/2021)

6.3 LES QUALITATS D’AIRE

Per I’estudi de les qualitats d’aire de les diferents zones, buscaré els valors de NO,22, PM, 523 i
PM,y24

Desde I’Organitzacio Mundial de la Salut, s’han establert uns parametres recomenats per
cadascun dels contaminants.

Nivells de NO; [ug/m®] Valer limit UE [ Valor guia OMS Mivells de PMyg [ug/m®] valor guia OMS  Valor limit UE
=20 30 40 50 a0 =T0 =20 30 =40
Mivells de PMa s [ug/m 3 Valer guis OMS Valor limit UE
i s —

=10 15 20 =25

Figura 22. Valorsde la qualitat d'aire recomanable segons la OMS i limits segons la UE. Font:
https://ajuntament. barcelona.cat/mapes-dades-ambientals/qualitataire/ca/ (23/08/2021)

VALORS DE LA QUALITAT DE L’AIRE ANUALS:

PM1o PM2 s de NO:
Observatori Fabra <20 um/m? <= 10 um/m? <20 pm/m3
Riells i Viabrea 9 um/m3 9 um/m? 3 um/m?
Puigcerda 9 um/m3 12 um/m3 3 um/m?

taula 3. Valorsde la qualitat d'aire (valors anuals). Font propia (25/10/2021)

22 Gas toxic i irritant provinent de la unié d’un atom denitrogen i dos d’oxigen. La formacié d’aquest gas
per partde 'home prové de la combustié d’alguns motos Diesel.

23 Micro particulesde 2,5 micrometres provinents de la combusti6 de fusta,automaobils, camionsi
fabriques.

24 Particules en suspensié de mida d’entre 2,5.10 micrometres, formades principalment per compostos
inorganics com silicats, aluminis i metalls pesants,aixi com materialorganic associata particulesde
carboni.
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6.4 SUBSTRAT

Com he mencionat anteriorment, el bosc ens va proporcionar el substrat necessari per les quatre

columnesde Vinogradski.

La fontforma unrierol que baixa pel cami de sorra creant una massa de fang, fulles i petites
branques.

Per intentar ajustar al maxim I’objectiu d’aquest estudi, és a dir, els bacteris Pseudomonas

Syringae, vaig deshidratar el substrat per intentar eliminar microorganismes externs.
Per recollir i deshidratar el substrat necessitem:

MATERIALS:

e Dues ampolles (una de 51i1’altra de 21)

e Embut(potserel coll d’unaaltra ampolla)
e Safates d’alumini

o Cuter

e Pala

e Forn d’assecat del laboratori

PROCEDIEMNT:

1. Retallar la part superior d’una ampolla de 21.

2. Col'locarel collde I’ampolla a ’ampolla de 51.

3. Agafar el fang del rierol amb I’ajut d’una pala.

4. Distribuir I’ampolla de fang a safates d’alumini (tantes com fang hi hagi, en el meu cas
cinc safates).

5. Esterilitzar al forn d’assecat del laboratori a 120°C durant tres hores.2®

figura 23. Fornd'assecat del laboratori amb tres safates de substrat . font propia (08/11/2021)

25 Segons les dades per pasteuritzar un substrat.
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6.5 LA COLUMNA DE VINOGRADSKI (teoria)

La columna de Vinogradski és la representacio “in vitro” d’un ecosistema. Aquesta simula un
microecosistema 0 microambient que il-lustra com els microorganismes, presents en 1’aigua,
ocupen microespais altament especifics en relacio amb les seves necessitats vitals, com ara:

requeriment de carboni, energia i oxigen, aixi com la interdependéncia®®.

Va ser un dispositiu inventat per Sergei Winogradsky i Martinus Willen Beijerinck que van ser
els primers microbiolegs a investigar les relacions entre diferents tipus de microorganismes en

comunitats mixtes.
Aguesta columna permet:

e Observar la presenciade diferents microorganismes amb diferent activitat metabolica en
un mateix espai.

e Laparticipacioifuncié dels microorganismes en diferents cicles biogeoquimics.

Les columnes de Vinogradski es preparen amb mostres d’un sol humit, els quals sén enriquits
amb compostos organics i inorganics i finalment exposats a una font de llum natural (llum solar)
. Passades les tres o quatre setmanes d’incubaci6 augmenta la quantitat dels diferents
microorganismes, d’acord amb les seves caracteristiques fisiologiques s’estableixen en les
diferents zones al llarg de la columna, el que es coneix com a successio. D’aquesta manera, el
resultat és una columna estratificada per colors, on cadaestrat o color es relaciona amb un procés

quimic-biologic.

6.5.1 LES CARACTERISTIQUES DE CADA ESTRAT

A la zonainferior de llots es desenvolupen organismes fermentadors que produeixen alcohol i
acids grassos com a subproductes del seu metabolisme. Aquests productes de "rebuig"
constitueixen el substrat per al desenvolupament de bacteris reductors de sulfat, els quals com a
resultat del seu metabolisme alliberen sulfurs que difonen a la zona superior oxigenada creant un

gradient en el qual es desenvolupen bacteris fotosintétics que utilitzen el sofre.

26 Necessitat d’altres organismes que habiten en el mateix espaiper garantir la teva supervivéncia.
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ORGANISMES ALCOHOI SUBSTRAT DE BACTERIS

FERMENTADORS produeixen I ACIDS GRASSOS constitueixen REDUCTORS DE SULFA'
resultat del seu
metabolsime
GRADIENT PER BACTERIS
[ i : . . . +—| SULFURS
FOTOSINTETICS DEL SOFRI crea

figura 24. Mapa conceptual de les caracteristiques de lazonainferior. Font propia (16/09/2021)

Per sobre d'aquesta zona poden desenvolupar-se els bacteris porpra que no utilitzen el sofre i que
obtenen la sevaenergia de reaccions lluminoses, pero que fan servir acids organics com a font de
carboni pera la seva sintesi cel-lular.

Finalment, a la zona aerobia creixen les Cianobacteris i algues les quals coma producte del seu
metabolisme alliberen oxigen. També poden créixer bacteris que oxiden compostos de sofre i del
nitrogen fins sulfats i nitrats respectivament. Tots aquests grups sintetitzen la seva materia
organica a partir de el CO,.

6.6 ZONA ANAEROBICA

Es troba a la part més baixa de la columna, alla hi creixen dos tipus d’organismes: els que
fermenten la matériaorganica i es que realitzen la respiracié anaerobica. Ambdds descomponen

la materia organica i donen lloc a la formacié d’acids organics, alcohols i hidrogen (H,).
que és la fermentacio?

Per poder continuar entenent la zona anaerobica, necessitem saber qué és la fermentacio.
Anomenen fermentaci6 al procés d’obtencié d’ ATP mitjangant reaccions redox on el producte a
reduir és el NADH i oxidaa NAD+. Aquest procés es caracteritza per 1’abséncia d’O,, és a dir, el
acceptor final d’electrons del NADH produit per la glucolisi no és ’oxigen, sind un compost

organic que reduira per poder reoxidar el NADHa NAD+.

ADPADP  fNiP

+on \\’ fﬁ?
Glucosa 2 7
4{/ \\, 2 Piruvat
Saa PAoH] \\* <o,
NAD* NROH] co,

v
Y 2 Acetaldehid
2 Etanol J
@ e

figura 25. Reaccions d'oxidacio. Cicle de fermentaci6. Font: https://sites.google.com/site/catabolizaconmigo/3---catabolismo-de-
glucidos/4---fermentacion/4-2-fermentacion-alcoholica (27/10/2021)
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La respiracidanaerobicaésun procésen el que els substrats organicsson completament degradats
a CO,, utilitzant una substancia diferent a I’oxigen com acceptor terminal d’electrons. El nivell
més baix d’aquesta zona es caracteritza per formar un ambient amb una alta concentracio d’acid
sulfhidric (H,S).

Tots els bacteris pertanyents a aquesta zona no comencen a créixer fins que desapareix totalment
I’oxigen de I’ambient. Una mica per sobre es troben els bacteris reductors de sofre representats
per una densa capa negra. Aquests poden utilitzar els subproductes de la fermentacio per la
respiracio; generant grans quantitats d’H,S. L’H,S, reacciona amb qualsevol ferro present al
sediment, produint sulfur de ferro (FeS), que donaaquest color negre caracteristic dels sediments

aquatics.

6.7 ZONA MICROAEROFILA

No tot I’acid sulfhidric és utilitzat, algunes quantitats es transmeten al llarg de la columnai son

utilitzats per altres organismes que creixen en zones mes superficials.

En aquest estrat es desenvolupen bacteris porpra. Aquests bacteris del sofre, verds i porpres,
obtenen energia mitjangant les reaccions lluminoses i produeixen els seus materials cel-lularsa

partir del CO,. Semblant a la fotosintesi de les plantes?’.

Sobre aquesta zona, ens trobem una banda de bacteris porpres que només poden realitzar la
fotosintesi en preséncia d’una font de carboni organic. La seva major o menor abundancia depén

de la quantitat de sulfhidric que s’hagi produit i no hagi sigut utilitzat per altres organismes

6.8 ZONA AEROBIA

La part més superficials de la columnapot contenir nombroses poblacions de bacteris de molts
tipus. S6n organismes aerobics que es troben, generalment, en habitats aquatics en materia
organica (llacs amb poca profunditat, rierols contaminats, etc.). Es la zona més rica en oxigen i
amb més manca de sofre. Pel contrari, a aquesta zona arribaran, per difusio, procedents del
substrat de les zones anteriors, certes quantitats d’H,S que sera oxidat a sulfat per bacteris

oxidadors de sofre. Sintetitzen la seva propia materia organica a partir del CO,. Quimioautotrofs.

27 Semblant perqueé els bacteris no produeixen oxigen durant la fotosintesi perqué no utilitzen aigua com
element reductorsind H2S
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En les zones superiors poden créixer també cianobacteris fotosintetics, el que es visualitzara com
una cobertura de gespa verda. Aquests bacteris es caracteritzen per ser els unics que realitzen una
fotosintesi similar a la de les plantes.

O Zow |
2 strdlece

f Zota Columsn
[ mcreacrilila d algua

-

aacrdhica 2 substrat

figura 26. Dibuix esquematicde la variacio de gasos al llarg dela columna i les diferents zones. Font:
https://www.feriadelasciencias.unam.mx/anteriores/feria24/feria298 01 columna_ de ambientes microbianos un modelo_indicad.
pdf (27/10/2021)

6.9 LA COLUMNA DE VINOGRADKI (disseny
practic)

La part practica s’inicia amb la columna de Vinogradski. Amb aquesta columna aconseguiré
materialitzar les relacions interespecifiques entre bacteris i addicionalment em permetria

assegurar que a la part superior trobaria els bacteris aerobics tals com Pseudomonas Syringae.

Les observacions de les columnes va ser anotades a una tauladurant cinc setmanes. Encara que,
hi ha hagut columnes (Riellsi Puigcerda) que després de les cinc setmanes, s’han pogut observar

canvis que també he anotat.

L’estudi es realitza sobre les quatre columnes encara que la columna que conté aigua de la font
del bosc, fa la funcio de grup control per comprovar si el forn d’assecar del laboratori va eliminar

microorganismes externs o no.

OBJECTIUS:

o Diferenciar els grups de microorganismes en un mateix microambient.

o Comparar les diferents necessitats d’oxigen i energia dels microorganismes presents en
el microambient.

o Relacionar ladiversitat microbiana present en un microambient amb algunes de les seves
caracteristiques fisiologiques (diferents estrats).

e Afirmar o desmentir la presencia del bacteri formador de nuclis de condensacid
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MATERIALS:

Materials per una columna:

e lrecipientaltiample, transparent, recte i sensevora(1,8L i 10cmde diametre)
e 5009 de substrat

e 500mL d’aiguade pluja

e 1ou(rovell, closcaiclara). Aporta carbonat de calci (CaCO3,)
e paper de diari (mitjapagina)

e 1gde guix. Aporta sulfat de calci (CaSO4)

e 1gd’hidrogen fosfat de sodi (Na2HPO4)

e Espatula

e Premsadora

e Alcohol 96°

e Aiguaisabd

e Balanca

e Drapdecuina

e Recipient

o Trepant

o Retolador permanent

e Adhesius

PROCEDIMENT:

1. Rentaramb aigua i sabo el recipient de vidre i deixar-lo assecar, al revés, en un drap de

cuina.
2. Enelcasque tinguin tapa, rentar la amb alcohol 96°.
3. Fersis forats a la tapa amb un trepant.
4. Remoure el substrat i retirar pedres, branques i fulles del substrat.
5. Col-locar un recipient i pesar 500g de substrat.
6. Tarariafegir 19 de sulfat de calci (CaSO4) i hidrogen fosfat de sodi (Na2HPO4).
7. Triturar un ou amb la closca i afegir-lo al substrat amb els quimics.
8. Remoure fins que tot estigui ben homogeneitzat.
9. Esmicolar mitja paginade paper de diari i afegir-la a la mescla del substrat.
10. Remoure.

11. Abocar el substrat a la columna, amb compte de no embrutar les parets del recipient.
12. Premsar el substrat per eliminar I’oxigen.
13. Posar en diagonal la columna i afegir aigua amb compte de no aixecar el substrat.

14. Afegir la mateixa quantitat d’aigua que de substrat, 1:1.
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15. Remoure I’aigua per eliminar les bombolles d’aire.
16. Tapar i etiquetar amb la data d’inici de la columnai la localitzacié de 1’aigua que conté.
17. Fer una marca, amb el retolador permanent, al nivell de I’aigua inicial.

18. Ubicar la columnaen unlloc que rebi forca llum solar.

ANALISI DELSRESULTATS:

Les taules on es recullen les dades d’observacio del seguiment de les columnes es troben als
annexos del treball. A la taula es pot veure els canvis de cada zona de la columna (aerobic,
microaerofil (aigua) i anaerobic (substrat)) a mesura que passen les setmanes.

RIELLS | VIABREA:

INICI FINAL

figura 27. Evolucié del'inici al final dela columna de Vinogradski de Riells i Viabrea. Tira de pH ambvalor aproximata 8. Font
propia. Font propia. (27/11/2021)

Durant la primera setmana hi hauna clara diferéncia entre el substrat i ’aigua. L aigua adquireix
un colormarronds d’aparenca brutaies potobservar unapel-liculaprimade grumollibombolles.
L’aigua en les segiients dues setmanes adquireix un color més obscur pero no arriba a ser negra.
Veig que la columna comenca a endarrerir el seu desenvolupament i I’anic canvi notable que
anoto durant dues setmanes és la fragmentacié de la pel-licula formada. Finalmenta la quarta
setmana apareix floridura al voltant de la columna i una capa negra just a la part superior del
substrat on comenga I’aigua. Durant aquesta setmana també realitzo un analisi de pH el qual és
de =8.

A partir de la cinquena setmana, teoricament, s’acabava I’observacio pero el dia 01/11/2021
observo que I’aigua adquireix un color ataronjat molt suau no visible en camerai sis dies despreés,
ésadir, el 07/11/2021 aquesta aigua ataronjada es torna completament taronja i s hi diferéncia la
formacidde quatre capes perfectamentdistingibles: substrat, zona rosa, capa negra i aigua taronja.

Mentre que 1’aigua experimenta notoris canvis, el substrat roman igual que el primer dia.
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PUIGCERDA:

INICI FINAL

figura 28. Evoluci6 del'inici al final dela columna deVinogradski de Puigcerda. Tira de pHambvalor aproximata 8. Font propia
(27/11/2021)

Durant la primera setmana hi ha una evident diferenciaci6 entre el substrat i ’aigua. En oposicio
a larestade columnes,aquestano té formada completament la pel-liculade bombolles. Latercera
setmana 1’aigua té color negre i la pel-licula que s’havia format la setmana anterior, es troba
fragmentada. Realitzo una analisi de pH la quarta setmanael qual mostra que la columnaté un
pH de valor =8. A la cinquena setmana es produeiX un canvi significant, ’aparicié d’una capa

negra entre I’aigua i el substrat.

Com en I’anterior columna, la taula d’observacions estava programada per cinc setmanes, pero el
dia 07/11/2021 I’aigua té clarament un colorrosat i s’observa I’inici duna taca entre el substrat i
I’aigua. Finalitzem I’analisi amb quatre capes distingibles: substrat, tacarosa, capanegra i aigua
rosada.

En aquesta columna, I’aigua experimenta canvis perd també hi ha observacions a la part més

inferior de la columna, com per exemple un substrat no tan compacte com el primer dia i un canvi
de color marro.
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OBSERVATORI FABRA (BARCELONA):

INICI FINAL

figura 29. Evolucié del'inici al final dela columna de Vinogradski de I’ observatori Fabra. Tira de pH amb valor aproximat a 8.
Fontpropia (27/11/2021)

Durant la primera setmana 1’aigua €s de color marr6 (aparencga bruta) i s’ha format com una mena
de pel-licules separades entre elles, com si estiguessin fragmentades. La segiient setmana 1’aigua
es torna negra i la pel-licula mencionada amb anterioritat adquireix més volum i és mésdensa, ja
que hi ha més quantitat de bombolles. A la tercera setmana no es registra cap canvi aparenti
sembla que hi ha unretrocés en les columnes, pel fet que a la quarta setmana 1’aigua torna a tenir
un color menysfosc i es tornen a formar bombolles petites a la capa superior de 1’aigua. Durant
aquesta setmana també realitzo ’analisi de pH amb un valor=8. L’(ltima setmana d’observacio,
ésadir, lacinquena, hiapareix una taca rosa entre I’aigua i substrat. L’aigua també es toma més
clara.

En aquesta columna el substrat també experimenta alguns canvis com que es torna menys
compacteide color marro.
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FINAL

figura 30. Evoluci6 del'inici al final dela columna de Vinogradski del bosc. Tira de pHambvalor aproximata 8. Font propia
(27/11/2021)

Va ser la més avangada, en tres dies ja s’havia format una pel-licula forga gruixuda (en
comparacidamb eltemps) ilI’olord’ou podriteraevident. Quan vatranscorrer la primera setmana,
la columnaera molt fosca perque el substrat no va ser assecat (contenia aigua del fang i
microorganismes externs) i, per tant, no es va poder premsar correctament. La pel-licula de
bombolles s’haviafet més gruixudaiteniaaparencaviscosa. La segonasetmanaaquesta pel-licula
continua augmentant de gruix i apareixen grumolls. A la tercera setmana 1’aigua continua seguent
totalmentnegraper lesraons jaesmentades i presentaun to verdds tan difuminatque no és visible
en camera. A quarta setmana no hi ha canvi aparent i realitzo I’analisi de pH amb un resultat

aproximat a 8. La cinquena setmana continua sense canvis aparents.
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CONCLUSIONS:

Després de realitzar I’estudi durant cinc setmanes i analitzar els resultats, es demostra que, malgrat
algunes diferéncies, totes tenen en comu la formaci6 de quatre capes o zones diferenciades

relacionades amb un tipus de condicions bioquimiques.

L’objectiu de la realitzacio de les columnes de Vinogradski era observar la variabilitat de
condicions i necessitats biologiques que hi haen un mateix espai i com els microorganismes que

hi habiten mantenen una relacié de dependéncia.
L’evolucio de totes les columnes es centra principalment en 1’aigua i els seus canvis.

En la primera setmana es formen bombolles a la part superior de I’aigua formant aquesta mena
de pel-licula esmentada anteriorment. L’aparicié d’aquestes bombolles es veu relacionadaamb
I’eliminacio total de I’oxigen del substrat. En la preparacio de les columnes vaig premsar la
mescla per tal d’eliminar al maxim 1’aire, pero encarai aixi era impossible I’eliminacio total del
gas. Com he mencionatanteriorment I’aigua i substrat que contenia la columna del boscno havien
sigut tractats, és a dir, el substrat pertany al fang recollit directament del bosc i I’aigua que surt
de la font, que encara que és potable, no passa per cap filtre; és per aixd que amb només tres dies

jahaaparegut unapel-liculade bombolles denses.

Per contra, les altres columnes comencen a mostrar canvis més significatius a les dues o tres

setmanes de I’inici. Podem dir, doncs, que el cicle de I’aigua serveix de filtre natural.

Posteriorment i a mesura que avancen les setmanes observo que les bombollesde la zona més
exterior de la columna van disminuint (eliminacio total d’oxigen) i apareix unacapa densa negra
que, com s’ha mencionat en 1’apartat 6.6 de 1’explicacié de la zona anaerobica, correspon als

bacteris reductors de sofre.

Els bacteris anaerobics no comencen a créixer fins que desapareix totalment 1’oxigen de
I’ambient. Es podria dir que els bacteris anaerobics son els responsables de 1’evolucié de les
columnes, ja que els subproductes de la seva fermentacié permeten la respiracio de bacteris
reductors de sofre representats per una capa negra, la qual ha pogut ser observadaa partir de la

guarta setmana.

Les columnes, aproximadament, a la tercera setmana van deixar de manifestar canvis notables.
Aixidoncs, vaig decidir fer unacomparacié de pH per veure si un possible inconvenient era un
pH molt diferent entre elles. Després de I’analisi a la quarta setmana, observo que totes les
columnestenen un pH aproximat a vuit. Per tant, arribo ala conclusio que es poden observar més
canvis durant les primeres dues o tres setmanes perqué I’ambient esta iniciant el seu

desenvolupament, és a dir, s’elimina I’aire de I’ambient perqué puguin comencar a fermentar els
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bacteris anaerobics, el substrat comenca a descomprimir-se i el paper de diari comenca a desfer-
se. Després I’evolucio resulta més progressiva i notable, ja que, els bacteris anaerobics ja han

pogut comencar a créixer.

A la sisena setmana surt una taca rosa a la part superior del substrat corresponent als bacteris
porpra. Aquests bacteris produeixen els seus materials cel-lulars a partir de I’'H,S que no s’hagi

utilitzat per a altres bacteris abans d’arribar a la zona microaerofila.

Finalment, a la zona més superficial de la columna de Riells, és a dir, la zona aerdbica es va
formar una franja de floridura al voltant del diametre de la columna. Com que aquesta
caracteristicanomés va manifestar-se a la columna de Riells i no com un atribut general a totes
les columnes, atribueixo 1’aparicié de la floridura a un possible major nivell d”humitat on es
trobavaaquesta columna. Encaraquetotes es trobaven a lamateixa zona, comque estaven al jardi

potser hiha zones de més humitat i menys hores solars.

Tornant als objectius d’aquesta practica. He pogut comprovar que els bacteris creixen en unes
circumstancies i condicions determinades i una possible alteracié d’aquestes comporta una
variacid en lasevaevolucié. D’altrabanda,s’ha demostrat que toti ser un microambientartificial,
els bacteris mantenen una relacio de dependencia, ja que I’evolucio metabolica de la columna es
veu afectadafins al momenten el qual els bacteris anaerobics comencen a créixer i a generar
productes residuals del seu metabolisme Utils per altres microorganismes i el creixement

d’aquests.
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CAPITOL 5: CULTIU I
IDENTIFICACIO
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7.1 INTRODUCCIO

Arribant a la recta final del treball de recerca s’hi troba I’ultima part practica, la realitzacio del
cultiu i la identificacio bacteriana. En aquest capitol s’observa com es realitza un cultiu solid i
simple d’agar-agar?®, el cultiu propiamentambel seu seguimentde I’evoluciéi finalment la tincid

de gram amb les conclusions pertinents.

7.2 COM ES PREPARA UN MEDI DE CULTIU SOLID?
MATERIALS:

e 250 mL d’aigua mineral

e Mig cub de brou de pollastre
e Sal

e 4gd’agar-agar

e 1vasde precipitats

e 1 Erlenmeyer

e Fogb

e Quatre plaquesde petri

e Balanga

e Varetade vidre

e Vidre de rellotge

. figura 30. Materials per I'experiencia. Font propia
e Pipeta (28/10/2021)

e Espatula

PROCEDIEMENT:

1. Abocar 50mL d’aigua en el vas de precipitats i 200mL a I’Erlenmeyer.
2. Afegir el mig cub de broua I’Erlenmeyer amb 200mL d’aigua i afegir unamica de sal.
3. Posar al fogd I’Erlenmeyer i, amb I’ajut d’una vareta de vidre, moure el cub de brou fins
la seva total dissolucio.
4. Col-locarel vidrede rellotge a la balangai tarar. Pesar 4g d’agar-agar.
Afegir ’agar-agar en el vas de precipitats amb 50mL d’aigua i remoure.

6. Abocarladissoluci6 del vas de precipitats a I’Erlenmeyer.

28 Protocol extretde FECYT (Fundacidn Espafiola paralaCiénciaY laTecnologia).
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figura 31. Erlenmeyer amb el cubde brou i Erlenmeyer amb I'agar-agar al fogd. Font propia (28/10/2021)

7. Remoure amb la vareta de vidre fins assegurar-se que esta completament dissolt.

8. Deixar bullir la mescla per esterilitzar-lo i evitar que el medi quedi contaminat.

9. Pipetejar 15mL del medi agar-agar i abocar-los a les plaques de petri.

10. Tapar cada placa rapidament després d’abocar el medi. Etiquetar les plaques amb el nom

i la data de realitzacio i deixar refredar.

figura 32. Pipetejant el medi de cultiui plaques de petri etiquetades. Font propia (28/10/2021)
Després de preparar els cultius vaig pipetejar 13mL de la zona aerobica perqué el bacteri és

aerobic. Per realitzar aquest pas al laboratori vaig utilitzar un encenedor d’alcohol per garantir un
ambient esteril.

figura 33. Plaques de petri anomenades amb l'aigua de cada zona. Tubs amb 13mL d'aigua de cada columna. Font propia
(08/11/2021)
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Les plaques van estar des del dia9 de novembre fins el dia 19 de novembre a la incubadora. Dos
dies després, és a dir, el dia 11 de novembre ja observem la formacio6 de colonies de dos tipus

segons el seu color: unes blanques i d’altres grogues..

figura 34. Cultius després de dos dies d'incubacié a 37°C. Font propia (11/10/2021)

La incubacio de les plaques continua fins al 19 de novembre, quan, en no veure cap evolucio de
les colonies, procedeixo a realitzar la tincio de gram. La finalitat de la tinci6 és classificar els
bacteris del cultiu en dos grans grups: gramnegatiu i grampositiu. Amb aquesta classificacié
aconseguiré congixer si hi ha bacteris gramnegatius als cultius i, per tant, la possibilitat que
Pseudomonas Syringae hi sigui.

MATERIAL.:

e Encenedor d’alcohol

e Aigua

e Plaques de petri amb bacteris

e Portaobjectes

e Retolador permanent

e Cristall violeta, Lugol i Safranina

e Nansa bacteriologica

54



PROCEDIEMENT:

1. Treballar prop d’un encenedor de Bunsen o encenedor d’alcohol per garantir un ambient
esteril.
2. Etiquetar els portaobjectes amb el nom de la zonai una B o una G segons el color de la

>

colonia on realitzarem el frotis.

3. Realitzar un frotis de microorganismes, per aixo agafarem una gota

d’aigua destil-lada i la posarem en el portaobjectes.

4. Agafar una mostra de la colonia amb una nansa bacteriologica,
préviament esterilitzada, i col-locar-la sobre I’aigua.

5. Fixar les cél-lules amb calor passant el portaobjectes per la flama de
I’encenedor (no deixar-la molta estona ja que podem deshidratar la
mostra i perdre els bacteris).

. . .., . . . figura 35. Realitzant el
6. Colorant primari: Tincié amb cristall violeta durant 1 minut. frotis sobre la placa de

. . < . Puigcerda amb colonies
Aquestdonaraun to lila a la colonia. blanques. Font propia
(22/11/2021)

- S
figura 36. Aplicacio del cristall violetai com queda després d'eliminar el sobrant. Font propia (22/11/2021)

7. Fixador: Afegir el lugol durant 1 minut. Aquest permet que el color violeta no
desaparegui amb facilitat.

figura 37. Aplicacio del lugol als portaobjectes. Font propia (22/11/2021)

8. Decolorant: Aplicar alcohol 96° durant 1 minut. Aquest elimina la tincio violeta dels
bacteri gramnegatius.

9. Aplicar safranina durant 1 minut. Tenyeix les
gramnegatives que son les decolorades.

10. Repetir el mateix procés tantes vegades com sigui
necessari.

(Després de cada aplicacio de producte es renta amb aigua

destil-lada I’excés de producte del portaobjectes) _ _ :
figura 38. Fotografia a través de l'ocular del

microscopi. Bacteris gramnegatius de Riells i
Viabrea. Font propia (22/11/2021)
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ANALISI DELS RESULTATS:

ZONA GEOLOGICA COLONIA GROGA COLONIA BLANCA

Observatori Fabra Gramnegatiu Gramnegatiu

Puigcerda Gramnegatiu No es tenyeix correctament pero possiblement
gramnegatiu

Bosc, la font de I’avet No hiha colonies grogues | Gramnegatiu

Taula 4. Resultats dels cultius vist de del microscopi. Font propia (30/11/2021)

A la placa de Riells i Viabrea observo unacolonia d’un color blanc més fosc formada per bacteris
gramnegatius.

Addicionalment, a I’aigua de Puigcerda es va poder observar espores de fong i nematodes, un
tipus de cuc aquatic parasit que produeix malalties a plantes, fongs i animals incloent els ésser
humans.

figura 39. Fotografia a través del microscopi d’un nematode. Font: https://www.intagri.com/articulos/fitosanidad/control-de-
nematodos-con-extractos-vegetales (24/11/2021)

CONCLUSIONS:

Els objectius a assolir en aquesta practica eren: aprendre a fer la tinci6 de gram i identificar
I’espécie Pseudomonas Syringae per poder demostrar o no si aquest bacteri era present a les

columnesi per tant en I’aigua de pluja.

L’aigua de les columnes va ser directament abocada a les plaques de petri, és a dir, sense cap
filtracid de bacteris prévia, aquest fet no vasuposar cap inconvenient per extreure conclusions ni

per la formacié de colonies.

Els objectius de la practica han sigut parcialment assolits. He apres a fer unatincié de gram. Pero
contrariament no he aconseguit comprovar totalment si els bacteris de les colonies blanques
gramnegatives son Pseudomonas Syringae.

Com hem pogut veure en el punt 5.4 del treball, el bacteri Pseudomonas Syringae és gramnegatiu
i forma colonies de color blanc. A excepcio6 del cultiu de Riells on la colonia no ha resultat ser
claramentblancai la de Puigcerda que no vatenyir-se correctament; Barcelonai La font de I'avet
presenten colonies blanques de bacteris gramnegatius.

Per tant, arribo a la conclusié que és possible que el bacteri Pseudomonas Syringae sigui present

a I’aigua de pluja de Barcelonaila font de I’avet.
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Tornant de nou a la hipotesi i analitzant rigorosament les conclusions extretes dels diferents
aparats practics, no podem concloure amb seguretat que Pseudomonas Syringae sigui present en
I’aigua que precipita ni tampoc si afavoreix la precipitacié de les gotesdel navol.

El que si podem concloure és que, tot i no haver obtingut uns resultats totalment clarificadors, hi
ha bacteris gramnegatius en 1’aigua de pluja i potser algun d’ells és Pseudomonas Syringae.
Indirectament, per tant, tampoc podem verificar o falsar si aquest bacteri és present a diferents
nivells de qualitat d’aire, perqué no sabem amb certesa si I’hem trobat o no.

Haver trobat bacteris gramnegatius que formen colonies rodones i blanques no assegura que
siguin els bacteris envers els quals esta enfocat el meu estudi. Proteus mirabilis, també forma

colonies rodones blanques.

Perpoderarribara conclusions més solides,s’hauria d haver realitzatel cultiu bacteria enun medi

selectiu on només creixessin Pseudomonas Syringae.

La principal causade no haver pogut treure una conclusio ferma del meu ha sigut el temps. En
una segona etapadel treball, comencaria amb més antelacio la part practica.

Perd com tot a la vida, res és un cami de roses, el principal problema sorgeix a I’hora d’aventurar-
me amb la recollida d’aigua de pluja (la primera part de la meva part practica). La realitzacio del
treball coincideix amb els mesos d’estiu, on I’index de plujano és gaire alt, per aquest motiu, va

ser molt dificil reunir els mL necessaris per a cada columna.

Degut als inconvenients ambientals, tot va endarrerir-se i per tant no va donar temps a poder
realitzar I’Gltima part practica del treball, una maqueta de precipitacié a petita escala, la qual
donavasentit al cultiu. La finalitat del cultiu era tenir un gran nombre d’aquest bacteri per poder
fer una dissolucié que posteriorment seria polvoritzada amb un aerosol a vapor d’aigua per

corroborar que realment formen nuclis de condensacio.

D’altra banda, vaig tenir algunes dificultats per aconseguir tot el material necessari per a la

columna. Tot i aixi el meu entusiasme per tirar endavant el treball seguia present.

En una segona etapa del treball, amb més coneixement microbiologic, més eines d’investigacio i
més materials de laboratori de microbiologia podria arribar a conéixer la resposta de la meva
hipotesi.

Per acabar, m’agradaria fer unareflexio méspersonal. Tot i que la pressio per treure i realitzar un
bon treball de recerca ha estat molt present durant aquest llarg i intens procés, mirant-ho des d’un
altre punt de vista, el treball de recerca proporciona un gran creixement personal. Exigeix un

nivell de responsabilitat i esfor¢ que és necessari adquirir per poder superar futurs reptes.
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Aquest treball m’ha donat I’oportunitat per primer cop de mantenir un contacte real amb el moén
de lainvestigacio, de la recerca cientificai de I’aplicacié del métode cientific. | qui sap? Potser

en un futur acabaré investigant com a cientificaen un laboratori de prestigi.
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11.1 TAULA D’OBSERVACIONS DELA COLUMNA
DE VINOGRADSKI. RIELLSI VIABREA.

RIELLS INICI = 2033 h
20/09/20724  FINAL: 25 /[-40/2024

zona de la .
Setmana |* 0 Observacions™®

OLOR D'oU PODRIT
DIFE RENCIA AIGUA - SUBST RAT

TAIGUA D' APARENGA BRUTA (MARRONOS)
FORMACIGC D'UNA  PELTCULA AMB GRUIMOUS | POMBOLLES

" |SURSTRAT IGUAL QUE EL PRIMEZR DIA

CLOR, _ ) FLORIDNGA | BORRISOL
| PIFERENCIA  AVGUA - SUBSTRAT BLANCA AL TAP

AIGVA MES FOSA PELICOLA 1GOAL
PETITA RAIXADA DEL NIVELL D'NGUA

SENSE. BOMBOLLES (PRACTICAMENT |6UAL AL PR|MER DIA)

IGUAL

|G-OAL
SUBSTRAT MENYS COMPACTE

OLOR, )

AlGUA UNA MICA MES OBSCURA
PELLICULA fRAGMENTADA .

EOPIDIRA AL VO(TANT DE LA COLOMNA

CAPA NEGRA ENTRE SOBSIRAT | AlGUA

Ph=8

l

PEL LICOLA MARRD CLAR
AL VOLTAT DE FLORIDURA

&, e '
/44 J2004 — AlVA AMB WILDR ATARONDAT ( Tou S\)AU‘)

O 12004 = AlA TaROIA

| 20 . g
AlGUA ZONA ResA ENe sopsTRar |

Mgader deh et d'alguia e dvxaervpoctar  sulodzat

figura 40. Taula d'observacions de la columna de Vinogradski. Fontpropia (01/12/2021)

® Correspon a les observacions a la part aerobica de la columna.
o Correspon a les observacions a la part de ’aigua de la columna.

® Correspon a les observacions a la part del substrat de la columna.
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11.2 TAULA D’0OBSERVACIONS DELA COLUMNA
DE VINOGRADSKI. PUIGCERDA.
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fiqura 41. Taula d'observacions de la columna de Vinogradski. Font propia (01/12/2021)
® Correspon a les observacions a la part aerobica de la columna.
® Correspon a les observacions a la part de I’aigua de la columna.

® Correspon a les observacions a la part del substrat de la columna.

71



11.3 TAULA D’OBSERVACIONS DELA COLUMNA
DE VINOGRADSKI. OBSERVATORIFABRA.
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figura 42. Taula d'observacions de la columnade Vinogradski. Fontpropia (01/12/2021)

® Correspon a les observacions a la part aerobica de la columna.

® Correspon a les observacions a la part de I’aigua de la columna.

® Correspon a les observacions a la part del substrat de la columna.
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11.4 TAULA D’OBSERVACIONS DELA COLUMNA
DE VINOGRADSKI. FONT DE L’AVET.
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figura 43. Taula d'observacions de la columnade Vinogradski. Fontpropia (01/12/2021)

® Correspon a les observacions a la part aerobica de la columna.
® Correspon a les observacions a la part de ’aigua de la columna.

® Correspon a les observacions a la part del substrat de la columna.
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