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SUMMARY 

BACTERIAL PREDATION STUDIES IN ANAEROBIC FRESHWATER 
HABITATS. 
I. MICROBIOLOGICAL CHARACTERIZATION OF THE PREY. 
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The use of Thiocapsa UA6062, a purple sulfur 
bacterium as a prey in studies of microbial predation in 
anaerobio freshwater systems is presented. 

Thiocapsa UA6062 is easily attacked by 
Daptobacter, a preda tory bacteria. The main carotenoid of 
Thiocapsa UA6062 is okenone, which gives a purple colour 
to lawns of sedimented Thiocapsa UA6062 cells. This 
contrasts clearly with lytic plates produced by the 
predatory bacteria on such lawns. 

~\ 

UA6062 cei1s are nonmotile and spherical-to
ovoidal in s_hÍpe. They are single cells except under 
unfavorable -conditions, when the cells aggregate. As a 
result of phototrophic metabolism, cells accumulate sulfur 
intracellularly, as well as PHB and glycogen. 
Photosynthetic pigments are located in a vesicular type 
system of membranes. 

UA6062 has been used to test for the presence 
and abundance of predatory bacteria in Lake Cisó. Its 
characteristics improve counting efficiency even when 
natural prey in the environment are not abundant ( even 
under 103 cells.mL-1). Studies using this strain have 
shown that during stratification predatory bacteria are 
found to be in maximum abundance coincident with or 
slightly below the maximum density of natural prey cells 
in the upper part of the hypolimnion. 
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INTRODUCCION 

Las masas de agua anaerÓbicas sulfurosas ofrecen un excelente me
dio de cultivo natural para el crecimiento de las bacterias purpúreas del 
azufre que se encuentran, en estas condiciones, formando densas masas po
blacionales (Guerrero et al.,1978). 

El efecto que los microorganismos depredadores o los bacteriófa
gos puedan ejercer en el control de estas poblaciones permanece todavía 
sin esclarecer. Ello puede interpretarse tanto por las dificultades inhe
rentes al crecimiento de los microorganismos fototrÓficos como por las que 
presentan las técnicas de detección de la depredación en los trabajos de 
campo. La problemática radica básicamente en reconocer a los microorganis
mos depredadores, en determinar su efecto y en facilitar su recuento e in
cidencia sobre las poblaciones presa. 

Vampirococcus y Daptobacter son dos bacterias depredadoras que 
se han aislado por primera vez de la laguna de Estanya (Huesca) y poste
riormente en las lagunas de Cisó y Vilar en la zona cárstica de Banyoles. 
Daptobacter es una bacteria especialmente interesante debido a que presen
ta la particularidad de infectar y lisar cultivos celulares de distintas 
especies de bacterias fototrÓficas penetrando en el citoplasma bacteriano 
de la célula presa en el interior de la cual se reproduce (Esteve et al., 
1983; Guerrero et al., 1986). 

La continuidad de los estudios de depredación, tanto en las lagu
nas anoxigénicas como en cultivos de laboratorio, requiere de una metodo
logía especial. Los microorganismos que se ensayan son anaerobicos lo que 
hace que las técnicas normalmente utilizadas para ambientes aerobios no 
puedan ser aplicadas. 

El objetivo principal de este trabajo ha sido, en primer lugar, 
la caracterización de una célula presa que presentase unas características 
idóneas para la infección por Daptobacter y que poseyera un pigmento caro
tenoide que contrastara intensamente la aparición de las placas líticas, y 
en segundo lugar la aplicación de esta bacteria presa para la detección de 
microorganismos depredadores en ambientes anóxicos naturales. 

MATERIAL Y METODOS 

Diferentes cepas de microorganismos fototróficos y heterotrÓfi
cos fueron ensayados como bacterias presa para Daptobacter (Tabla 1). 

Técnica de filtración y doble capa de agar. Este método fue uti
lizado para detectar y determinar el titulo de Daptobacter. Para ello, de 
6 a 10 mL de la bacteria presa se filtraron a traves de un filtro Whatman 
GF/C con la finalidad de obtener una capa homogénea sobre la cual poder 
detectar las placas de lisis. A continuación se filtró un volumen determi
nado de la muestra que se quería titular. El filtro fue posteriormente co
locado en una placa de Petri que contenía una base de agar al 3 % y se re
cubrió con otra capa de agar. Las placas se incubaron a 25°c durante tres 
días, transcurridos los cuales se procedió al recuento de placas líticas. 
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Técnicas microscópicas de observación. Para la observación de 
los microorganismos "in vivo" se utilizo microscopia de contraste de fa
ses. Con el fin de obtener una inmovilización de las células para la rea
lización de imágenes fotográficas se utilizó la técnica descrita por 
Pfennig y Wagener ( 1986). ·.Para el estudio morfológico y ultraestructural 
se aplicaron técnicas de mi9roscopia electrónica de barrido y de transmi
sión. En el primer caso lás muestras se filtraron a través de un filtro 
Nuclepore de 0.2 µm de diámetro de poro y se fijaron con gluraraldebido 
tamponado con cacodilato de sodio. Los filtros se deshidrataron en con
centraciones crecientes de etanol y se trataron finalmente por el método 
del punto critico (Anderson¡' 1951). En el segundo caso, el material se re
suspendió en 2.5% de glutaraldehido para una primera fijación efectuándose 
una postfijación en Os04 durante 24 horas (Ryter et al., 1958). A conti
nuación se deshidrataron las muestras y se incluyeron en resina Epoxi. 
Las secciones ultrafinas obtenidas se tiñeron con citrato de plomo (Rey
nolds, 1963). Las imágenes fotográficas se realizaron con un microscopio 
de transmisión Hitachi 2A .. 

Técnicas de cultivó y caracterización fisiológicas. Para el cre
cimiento en anaerobiosis de las bacterias fototroficas se aplicó el medio 
descrito por Van Gemerden y Beeftink (1983). Los cultivos se incubaron a 
28°c y a 60 µE.m-2.s- 1 de intensidad de luz. Para determinar si la bacte
ria estudiada era capaz de fotoasimilar distintas substancias en presencia 
de bicarbonato y con sulfhídrico como fuente de poder reductor, se preparó 
una serie de tubos conteniendo distintos substratos y un medio de cultivo 
al que previamente se había inÓculado la bacteria. Los cultivos se incuba
ron y se midió la densidad Óptica (D.O.) a 650 nm durante la fase estacio
naria. Se consideraron substratos capaces de estimular el crecimiento los 
que presentaban valores D.O. superiores a los del control. Para comprobar 
si la substancia ensayada era utilizada como fuente de carbono o de poder 
reductor se preparó una modificación del medio que, en lugar de sulfhídri
co, tenia ascorbato a una c~ncentración final de 0.02% como substancia re
ductora. Los substratos ensayados en este Último caso fueron los que en el 
experimento anterior habían dado positivo. 

Tabla 1. Cepas utilfzadas para determinar el margen de hospedador 
de Daptoba,cter. 
Host range of Daptobacter 

MICROORGANISMOS CEPA PROCEDENCIA 

Rhodopseudomonas palustris Laguna de CisÓ J. Turet 
Rhodobacter capsulatus SB-1003 B. Marrs 
Rhodobacter sphaeroides Laguna de Cisó J. Turet 
Chromatium minus Laguna de CisÓ E. Montesinos 
Chromatium vinosum UA-6002 H. Van Gemerden 
Chromatium minutissimum DSM-6003 H. Trüper 
Thiocapsa roseoper~icina UA-6003 J. Turet 
Thiocapsa sp . UA-6062 H. Trüper 
Thiocystis gelatinosa DSM-200 N. Pfennig 
Chlorobium phaeobac.teroides Laguna de Cisó E. Montesinos 
Pseudomonas aerug:j.nosél: ATCC-15442 
Escherichia coli AB-1157 M. Blanco 
Salmonella typhimurium LT2 J.L. Ingraham 
Bacillus subtilis ATCC-6633 
Staphilococcus aureus ATCC-2593 
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RESULTADOS 
A) Caracterización de una bacteria presa para los estudios de de

predación: 
De todas las bacterias ensayadas, solo las pertenecientes a la 

familia Chromatiaceae se mostraron sensibles a la infección por Daptobac
ter. La cepa UA6062 fue la bacteria seleccionada para dichos estudios, ya 
que no forma agregados, contiene el pigmento fotosintético okenona y es 
fácilmente infectada por la bacteria depredadora. 

Dado que esta bacteria no había sido estudiada previamente, el 
primer objetivo fue su caracterización morfológica, ultraestructural y fi
siológica. 

Al microscopio Óptico (fig 1.a) la cepa UA6062 muestra una morfo
logía esferica-ovoidal de 1.0-1.5 µm x 1.0-2.5 µm. Se trata de células in
móviles que unicamente en casos desfavorables de crecimiento muestran ten
dencia a formar agregados. La tinción de Gram es negativa. Dependiendo 
del estado fisiológico en que se encuentren las células pueden observarse 
glóbulos refringentes en su interior que corresponden a inclusiones de 
azufre, resultado del metabolismo fotosintético. Las secciones ultrafinas 
(fig. 1.b) permiten observar la estructura de membrana citoplasmática y 
pared celular característica de las bacterias gram-negativas. El sistema 
intracitoplasmático de membrana es de tipo vesicular formado por invagina
ciones de la membrana plasmática. Las inclusiones intracitoplasmáticas que 
puede presentar son de glucógeno, poli~B-hidroxibutirato y azufre elemen
tal. No presenta vacuolas de gas. 

El espectro de absorción "in vivo" de una suspensión de células 
de dicha cepa muestra unos picos de máxima absorción a 370, 520 y 825 nm. 
El de 520 es el correspondiente al carotenoide okenona, mientras que los 
otros dos son máximos de absorción característicos de la bacterioclorofila 
a. 

Las condiciones Óptimas de crecimiento para este microor~anismo 
son de 25°c a 30°c de temperatura, pH entre 7.1 y 7.3 , y 100 µE.m- 2 .s-1 
de intensidad de luz. 

La cepa UA6062 es una bacteria purpúrea del azufre capaz de cre
cer en condiciones fotolitoautotrÓficas utilizando sulfhídrico, tiosulfa
to, azufre elemental o polisulfuro como dador de electrones. En presencia 
de bicarbonato y sulfhídrico puede fotoa.similar glicerol, glucosa, fructo
sa, acetato, propionato, lactato, piruvato, succinato, malato y fumarato. 
Sin embargo no se observó crecimiento cuando el substrato suministrado fue 
etanol, formato, butirato, valerato, citrato, ascorbato y casaminoácidos. 
Los resultados obtenidos así como las concentraciones empleadas se encuen
tran en la tabla 2. 

Como fuen,te de nitrógeno puede utilizar cloruro de amonio, pepto
na, casaaminoácidos y urea. Además requiere vitamina B12 como factor de 
crecimiento. Las características anteriormente expuestas, y especialmente 
las que hacen referencia a inmovilidad, morfología y ausencia de vacuolas 
de gas nos permitió clasificar esta bacteria como perteneciente al género 

'Thiocapsa. 



Tabla 2. Utilización de diferentes fuentes de carbono 
y de poder reductor por la cepa UA6062. 
Utilization of different carbon sources and electron donors 
by strain UA6062 

SUBSTRATO 

Sulfhídrico 
Tiosulfato 
Azufre elemental 
Polisulfuro 
Etanol 
Glicerol 
Glucosa 
Fructosa 
Casaaminoácidos 
Formato 
Acetato 
Propionato 
Butirato 
Valerato 
Lactato 
Piruvato 
Succinato 
Malato 
Fumarato 
Citrato 
Ascorbato 

CONCENTRACIÓN 

0.03 % 
5 mM 
trazas 
1 mM 

10 mM 
10 mM 
5 mM 
5 mM 
O. 1 % 
5 mM 
5 mM 
1 mM 
2.5 mM 
0.5 mM 

10 mM 
10 mM 
10 mM 
7. 5 !Ill'1 

10 mM 
5 mM 
0.0025 % 

CRECIMIENTO CON NaHC03 
con H2s sin H2s 

Control 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+• 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

Control 
+ 
+ 
+ 
N 

N 
N 

N 
N 

N 
N 

+ Absorbencia a 650 nm superior a la del control 
N No determinado. Obsérvese que el crecimiento con a2s 

ya fue negativo. 
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B)Aplicaciones de Thiocapsa sp en la detección de microorganismos 
depredadores de ambientes naturales. 

Para los estudios de depredación en ambientes naturales se diseñó 
un método para la detección de las placas líticas producidas por Dapto
bacter sobre la célula presa. Para ello se utilizó la cepa Thiocapsa 
UA6062 que previamente se había caracterizado. Muestras de campo obtenidas 
de la laguna de Cisó se filtraban sobre filtros de fibra de vidrio que 
contenían como capa indicadora Thiocapsa y se incluía por el método des
crito anteriormente de la doble capa de agar. Este método fue especialmen
te interesante en el caso de muestras en las que la población de Chroma
tiaceae de la laguna estudiada no era lo suficientemente elevada como para 
formar de manera natural una capa color·eadas sobre la que fuera fácil de
tectar las calvas líticas. En la figura 1.c. se muestra el aspecto de las 
calvas de lisis obtenidas por el mencionado método. 

A partir de material procedente de las placas de lisis se efec
tuaron cultivos de enriquecimiento. Muestras obtenidas de dichos cult·ivos 
se procesaron por ~icroscopia electrónica en secciones ultrafinas. La fi
gura 1. ci muestra células infectadas por Daptobacter, . en la que se aprecia 
la rotura de la pared celular y la membrana citoplasmática, así como la 
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penetración de Daptobacter en el interior de la célula presa. 

Para estudiar el papel de los microorganismos depredadores en am
bientes naturales se utilizó dicho método a partir de muestras de agua ob
tenidas a distintas profundidades. Al mismo tiempo se efectuaron recuentos 
totales de Chromatiaceae. En la figura 2 se han representado los resulta
dos correspondientes al análisis efectuado en la laguna de Cisó durante el 
·período de estratificación (julio de 1985). En dicha figura puede obser
varse que el máximo de células depredadoras coincide con el máximo regis
trado de bacterias presa, a 2 m de profundidad. 

FIGURA 2. Distribución vertical del número de bacterias depredadoras y 
presa en la laguna de Cisó (julio de 1985). 

FIGURE 2. Vertical distribution of predatory and prey bacteria in Lake 
Cisó (1985 July). 
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DISCUSIÓN. 

Las características fisiológicas, así como las referentes a las 
etapas de los ciclos infectivos de Vampirococcus y Daptobacter ya han sido 
descritas . con anterioridad (Esteve et al., 1983; Guerrero et al., 1986; 
Guerrero et al., 1987)). Sin embargo el inconveniente principal del estu
dio de dichos microorganismos consiste en aplicar la metodología adecuada:, 
debido a las exigencias de crecimiento de las cepas utilizadas como presa 
(bacterias fototróficas). Los métodos ensayados con excelentes resultados 
para las bacterias depredadoras del género Bdellovibrio (Starr y Stolp, 
1976) no son aplicables a los ambientes anaerobicos. 

Los recuentos de microrganismos depredadores en ambientes natura
les conllevan problemas de interpretación debido al tratamiento al que han 
de someterse las muestras antes de ser observadas. El recuento del porcen
taje de células que presentan epibiontes puede realizarse por técnicas de 
microscopía de epifluorescencia o microscopía electrónica de barrido. Am
bos métodos requieren una filtración previa de las muestras sobre un fil
tro Nuclepore y por ello no son del todo fiables ya que células no depre
dadoras pueden quedar sobre las bacterias presa por el efecto mismo de la 
filtración. 

Por otra parte, los'recuentos de microorganismos viables basados 
en el recuento de placas líticas formadas sobre sedimentos celulares de 
microorganismos presa dan valores más fiables. Sin embargo, hay que tener 
presente que las placas líticas aparecidas pueden tener diversas causas, 
como, por ejemplo, la presencia de bacteriófagos (Abeliobich et al., 
1974), la presencia de protozoos (Starr y Stolp, 1976) o incluso la pre
sencia de otras bacterias con capacidad de excretar enzimas de naturaleza 
lítica (Guerrero et al., 1987), De todo ello se deduce que el recuento de 
dichas placas es un buen método para la detección de microorganismos de
predadores pero las causas que lo provocan p~eden ser m6ltiples y, por 
tanto, la interpretación de los resultados debe efectuarse con precaución. 

En los recuentos de viables de Bdellovibrio se utilizan cultivos 
confluentes de células presa. Las placas obtenidas se contrastan con faci
lidad mediante la adición de una solución de cloruro de tetrazolio (Seid
ler y Starr, 1969), pero en el caso de Daptobacter no es posible efectuar 
un cultivo confluente semejante ya que las celulas presa son anaeróbicas y 
requieren de sulfhídrico como fuente de poder reductor. Para evitar este 
problema se diseñó el método de filtración en doble capa de agar (véase 
material y métodos). 

El punto más importante a considerar para la detección de bacte
rias depredadoras ha sido la elección de la bacteria presa adecuada. Aun
que se ha comprobado que Daptobacter puede formar placas de lisis sobre 
sedimentos celulares de distintas bacterias purp6reas del azufre, la efec
tividad de infección es distinta dependiendo de la especie utilizada. Así, 
aquellas especies con tendencia a formar agregados o que presentan cápsu
las son más difícilmente atacables por Daptobacter. 

La bacteria ensayada en el presente trabajo se considera ideal en 
el estudio de la depredación porque es fácilmente infectable por Daptobac
ter, y porque contiene un ·pigmento carotenoide de tipo okenona que presen-
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ta una coloración roJJ.za que contrasta vivamente las placas de lisis 
producidas. Su utilización en experimentos de laboratorio es ventajosa con 
respecto a otras Chromatiaceae que poseen pigmentos carotenoides que pro
porcionan menor contraste. En cuanto a los trabajos de campo, es especial
mente indicada su utilización en aquellos muestreos en los que la pobla
ción de microorganismos fototrÓficos presenta unos niveles inferiores a 
103 células por mL, insuficiente para colorear los filtros y proporcionar 
la capa de contraste deseada. La utilización de esta cepa ha permitido po
der repres~ntar los perfiles verticales de distribución de los microorga
nismos depredadores con respecto a los microorganismos presa. 

La figura 2 nos muestra una estrecha correlación en la distribu
ción de ambas poblaciones, dicha distribución es también paralela en in
vierno durante la holomixis (datos no presentados en el presente artícu~ 
lo). 

El estudio periódico espacio-temporal de los parámetros físico 
químicos (sulfhídrico, luz, etc.) y biológicos (concentración de microor
ganismos depredadores y presa) permitirá sin duda la determinación de las 
condiciones en que dicha depredación se produce, así como analizar las 
condiciones fisiológicas a las que debe estar sometida la bacteria presa 
para que ésta sea vulnerable a la acción del depredador. 

El papel que Bdellovibrio pueda tener en el control de los micro
organismos de ambientes acuaticos se encuentra limitado por la escasa con
centración de las bacterias que utiliza como huéspedes. La laguna de Cisó 
en cambio, sustenta poblaciones con una concentración de bacterias foto
tróficas muy elevada lo que permite que pueda ser más fácilmente estudiado 
el papel que los microorganismos depredadores ejercen en el control de di
chas poblaciones naturales. 

FIGURA 1.A. Células de Thiocapsa UA6062, algunas de las cuales presentan 
glóbulos de azufre intracelular. Fotografía de contraste de 
fases (1300x) 

B. Sección ultrafina de Thiocapsa UA6062 mostrando las vesículas 
intracitoplasmáticas que contienen los pigmentos 
fotosintéticos (55,000x) 

C. Placas de lisis producidas por Daptobacter sobre sedimentos 
celulares de Thiocapsa UA6062. 

D. Cél.ulas de Daptobacter penetrando en el interior del 
citoplasma de laa celulas presa (23.000x). 

FIGURE 1. A. Cells of Thiocapsa UA6062, · sorne showing intracellular 
sulfur globules (phase contrast micrograph 1300x). 

B. Ultrathin sections of Thiocapsa UA6062 showing 
intracytoplasmic vesicles (55.000x). 

C. Lytic plaques formed by Daptobacter on sedimented cell lawns 
of Thiocapsa UA6062. 

D. Thin sections of Daptóbacter cells penetrating in the 
cytoplasmic space of the prey cells (23.000x). 
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