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RESUMEN

En el presente trabajo se ha realizado la caracterizacidn

morfoldgica, ultraestrvctural v fisioldgica de una bacteria de-

[

predadora de Chromatium aislada del lago Grande de Estanva y a

la jue se ha designado cor el rorbre de Daptotacter.

Para obtener elevados titulos de Daptobacter para el

empleo de las técnicas. de microscopia electrdnica se tuvieron que
realizar préviamente cultivos de ernrijuecimiernto. por pases suce-
sivos de material procedente de las calvas liticas, en cultivos

avénicos de Chromatium.

Mediante la utrilizacidédn de la microscopia electrdrica de trans-
misidr. (principalmente) v de barrido, asi como cor la utilizacidn
del microscopio de contraste de fases, se pudieron determinar 1as
caracteristicas morfoldgicas 4Jue a contiruacidn se enumeran: for-
ma, tamafio, flagelos, envolturas celulares, asi como analizar 1la
ultraestructura celular.

Daptobacter es un micrccrganismo Gram-negativo de mor fologia

bacilar, y provisto de un flagelo polar que le confiere movilidad.
Su ultraestructura musstra una pared celular tipica Gram-negativa
v uras especiales estructuras polares todavia indeterminadas.

La microscopia (tanto electrérica como éptica) iucd vr bpapel

relevante en el estudio del ciclo infectivo de Daptobacter. Para

este andlisis se realizaron microcultivos jue permitieron la des-
cripcidén del ciclo infectivo.

El ciclo infectivo de Daptobacter comprende diferentes fases o

etapas 4ue incluyen, un " contacto inicial " de duracidn no deter-—
minada en la que la bacteria depredadora colisiona ccn la célula
hospedadora, una fase de " penetracién " en el interior del cito-

plasma bacteriano de la célula hospedadora, una fase de "™ multi-



plicacién " del- derredador, v finalmente una fase de " liberacién "
seguida de la 1lisis completa de la célula hospedadora.

Para la deteccidn de la actividad bacteriolitica se emplearcn
técnicas especificas (como la de la doble capa de agar) ue per-
mitid la observacidén de calvas liticas sobre sedimentos celulares
de la bacteria hospedadora. Como sedimentos celulares se utiliza-
ron diferentes especies de microorganismos fototrdficos con el fin

de determinar el margen de hospedador de Daptobéétér; el cual for-

ma calvas liticas sotre sedimentos celulares de diferentes especies
de la familia Chromatiaceae.

Uno de los objetivos principales en la realizacidén de este tra-
bajo fue la obtencidn de cultivos axénicos del microorganismo de-
predador. Ura vez obtenidos se estudié su morfologia, ultraesiruc-—
tura y metabolismo a la vez jue se provd su capacidad infectiva.
Mediante los cultivos axéniccos se determinaron las propiedades me-

tabdlicas. Daptobacter es un microorganismo anaerdbico facultativo,

con una importante actividad fermentadora y proteolitica .
Finalmente también se realizaron estudios del papel ecoldgico

de los microorganismos depredadores de Chromatium en habitats na-

turales. Para ello se efectuaron recuentos de viables de la laguna
de Cisd asi como recuentos totales de muestras pertenecientes al
lago Grande de Estanya. Estos ultimos recuentos permitieron la cuan-
tificacién (a distintas profundidades) del mniimero de células de

Chromatium infectadas y sin infectar, y del nimero de depredadores

por célula; sefialdrdose por primera vez, dado el elevado nuimero de
. . 5 ; . . i
ricroorganismos depredadores (10 cel/m1), su importancia en habi-

tats acuéticos.



1.-INTRODUCCION

El objetivo del presente trabajo ha sido el aislamiento y
la caracterizacidn morfoldgica,estructural y fisioldgica de

una bacteria depredadora de Chromatium minus procedente de

muestras de agua del lago Grande de Estanya (Huesca)(Avila et
al.,1984),y a la que se la ha designado de forma provisional

con el nombre de Daptobacter.

Los primeros estudios realizados a partir de muestras ob
tenidas del lago Grande de Estanya tuvieron como finalidad la
obtencidn de cultivos axénicos de otra bacteria depredadora
descrita en nuestro laboratorio en 1.981. Las pruebas realiza
das para su deteccidn pusieron de manifiesto la existencia de
una nueva bacteria con actividad endoparasitica y con un es-
pectro bacteriolitico mds amplio. Esta bacteria ha sido el ob
jeto de estudio del trabajo que a continuacidn se expone.

Primeramente se realizd el enriquecimiento de Daptobacter

con el propdsito de obtener calvas de lisis en sedimentos cg
lulsres de la bacteria hospedadora,a partir de los cuales pu
diera efectuarse el aislamiento y la purificacidn en cultivos
axénicos. De los cultivos,tanto de enriquecimiento como axéni
cos,se efectuaron estudios morfoldgicos y estructurales,a la
vez que se realizaron diferentes pruebas bioguimicas con el

fin de determinar las principales caracteristicas metabdlicas

de Daptobacter.

Finalmente se ensayaron diferentes dindmicas de infeccidn

entre Daptobacter y la bacteria hospedadora,realizéndose un

seguimiento fotogrédfico mediante microscopia de contraste de
. . - V' d »
fases y microscopia electrdnica de transmisidn con el propdsi

to de determinar diferentes estadios de la interaccidn depre-
dador-presa.



En la presente memoria se recoge en primer lugar una re
visidn bibliogrédfica sobre los casos conocidos hasta la actug
lidad de parasitismo bacteriano.

En el apartado de Material y Métodos se describen,ademds
de los medios de cultivo y disoluciones,las técnicas bdsicas
empleadas asi como los aparatos utilizados.

A continuacidn se hace una relacidén de los Resultados ob
tenidos a partir de los objetivos anteriormente citados in-
cluyéndose finalmente una Discusidn general del trabajo rea-
lizado,exponiéndose las Conclusiones extraidas. |

Por dltimo se cita la bibliografia utilizada tanto para
el desarrollo de la revisidén como para la labor experimental.
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Tipos de depredacidn en bacterias

Hasta la década de los 60 en que por primera vez fue desg
crita una bacteria capaz de atacar y lisar los cultivos celu
lares de diferentes microorganismos Gram-negativos,no se sogi
pechaba que pudieran existir otros mecanismos de nutricidn
bacteriana que no fuera la directa absorcidén de nutrientes
del medio.

La bacteria fue denominada posteriormente Bdellovibrio.

La primera cepa de este microorganismo fue aislada por Stolp
(1961) y descrita por Stolp & Petzold(1962).

Los microorganismos que pertenecen a este género son pe
quefios vibrios de 0.35 x 1.2 Jm provistos de uno, a veces Vg
rios flagelos polares, y gue ocupan (una vez han colisionado
v penetrado en la célula hospedadora) el espacio periplasma-—
tico. Posteriormente se reproducen por divisidn binaria libe
rando un gran niumero de células hijas capaces cada una de
ellas de iniciar un nuevo ciclo infectivo.

Bdellovibrio se caracteriza ademds por presentar calvas de

lisis (semejantes a las de los virus) sobre cultivos confluen
tes de célula hospedadora, y portener un amplio espectro bac

teriolitico.

El descrubimiento de Bdellovibrio representd un notable

avance en el conocimiento de la evolucidn de 1la forma de vi-
da bacteriana,y afiadié un nuevo eslabdén en la cadena tréfica
dentro del campo de la ecologia.

Hasta hace pocos afios,los Unicos sistemas depredador-pre
sa que se conocian en el mundo microbiano eran 10sS existentes
entre los bacteriofagos y las bacterias,y entre las especies

del género Bdellovibrio y diferentes bacterias Gram-negativas

Ambos sistemas han sido ampliamente estudiados,y las diferen-

tes etapas de sus ciclos infectivos estdn perfectamente esta-

bilecidas.



Posteriormente, en 1972 Gromov & Mankaeva describieron
un nuevo microorganismo-predador capaz de lisar los cultivos

celulares del alga, Chlorella vulgaris, al que designaron

Bdellovibrio chlorellavorus. Una revisidn mds completa(Coder

& Starr, 1978) separd este microorganismo del grupo de los
bdellovibrios principalmente por su incapacidad de penetrar
en el espacio periplasmdtico de la célula hospedadora,carac

teristica esencial del género Bdellovibrio.

Recientemente la nueva especie descrita aparecia clasifi

cada como Vampirovibrio chlorellavorus (Grmov & Mankaeva,

1980) citdndose sus principales aspectos morfoldgicos y su
naturaleza ectopardsita,aunque se ignorase por completo las
diferentes etapas de su ciclo infectivo.

Tos estudios que nuestro Departamento viene efectuando
desde hace algunos afios sobre organismo fototrdficos,pusie-

ron de manifiesto la existencia de un microorganismo depre-

dador de Chromatium sp aislado de hdbitats acudticos y de

caracteristicas muy similares a Vampirovibrio,excepto por Su

morfologia de pequefio coco (Esteve et al.,1983).

Con el fin de completar el estudio sobre esta nueva esSpPE
cie se efectuaron nuevos andlisis de muestras de agua procg
dentes del lago Grande de Estanya y se iniciaron los cultivos
de enriquecimiento que permitieron la deteccidn de nuevas
calvas liticas. El resullado fue la deteccidn de una nueva
bacteria depredadora con un amplio espectro de actividad 1f
tica y de naturaleza endopardsita.

Ta revisidn bibliogrdfica y temdtica que a continuacién
se expone es un intento de recoger los datos que hasta el mo
mento se conocen sobre el parasitismo entre bacterias, por
este motivo los bacteridfagos son brevemente tratados y tan

solo se citan sus principales caracteristicas.



Bdellovibrio

Es un género formado por microorganismos Gram-negativos
de forma de vibrio y de 0.2 - 0.5 um de didmetro y 0.5 - 1.4
am de longitud. Su tamaﬁb puede variar segin las caracteris-
ticas de la cepa,tipo de nutricidn y del estado o fase de.
desarrollo en el que se encuentre.

Bdellovibrio se caracteriza por ser un microorganismo md

vil y por la posesidn de ftagelacidn polar. Habitualmente tie
ne un solo flagelo, aunque en ocasiones se han observado mi-
croorganismos que presentaban un ndmero mayor. Una particula-

ridad del flagelo de Bdellovibrio es que es envainado,por lo

que presenta un grosor superior al de 1los flagelos normales.
La vaina es una continuacidén de la pared celular de la bacte-
ria (Abram & Davis,1970).

En el polo opuesto existen apéndices o extrusiones de
4.5 - 5.5 um de didmetro y de 0.8 ym de grosor a los que sé
les atribuyd un papel en los procesos de ataque y penetracidn
en 1la célula hospedadora (Starr & Huang,1972),aunque otros
sutores los consideran como artefactos producidos durante la
fijacidn y tincidn de las células.

Ta estructura de la pared celular de los bdellovibrios
es 1la tipica de bacterias Gram-negativas. E1 aspecto de la
membrans plasmidtica en secciones ultrafinas presenta particu
las regularmente distribuidas de 6-10 nm de didmetro (Abram
& Davis,1970).

La regidén nuclear estd situada en una posicidn central y
segin Starr & Baigent (1966) ocupa las dos terceras partes
del 4rea total citoplasmdtica.

Dentro del género Bdellovibrio se encuentran actualmente

clasificadas tres especiles:



~ Bdellovibrio bacteriovorus

- Bdellovibrio starrii

— Bdellovibrio stolpii

cuyas principales caracteristicas se presentan en la tabla
1.1 . No obstante, se han descrito también otras cepas que
presentan importantes diferencias metabdlicas con las anterio;
mente citadas ( Seidler & Starr,1971),

Estudios genéticos han revelado la diversidad molecular -

existente entre las distintas cepas de Bdellovibrio. E1 DNA

es altamente homogéneo y tiene un contenido del 43-51 % de
GC¢ (Seidler et al.,1971)(Torrella et al;t;gfé).

Tos bdellovibrios dependientes de hospedador tienen acti
vidad 1ftica sobre varios grupos de bacterias Gram-negativas,
estando perfectamente determinada la capacidad de algunas ce-
pas de parasitar a un amplio espectro de microorganismos,mien
tras que otros se caracterizan por Su especificidad ( Burmphar
et al.,1968),

El ciclo infectivo de Bdellovibrio se inicia con las fa-

ses de contacto primario y ataque de la célula hospedadora,

seguida de una penetracidén por parte del depredador en el es-
pacio periplasmdtico y posterior multiplicacidén y liberacidn
de la descendencia. E1 contacto primario puede producirse en-

tre uno o mds Bdellovibrios y la célula hospedadora,no estan-

do todavia muy definido el mecanismo por el cual se produce

1la colisién.

Bdellovibrio penetra en el interior del espacio periplasméti

co de 1la célula hospedadora mediante la formacidn de un poro
de entrada a nivel de la pared celular. El crecimiento de

Bdellovibrio continda entre la pared celular y la membrana

plasmédtica (Burger et al.,1968) .E1 pardsito se elonga unidi
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reccionalmente adoptando una forma espiral,cinco o diez ve
Ces'superior 2l de la célula primitiva, que posteriormente
se esgscinde en varias células hijas. Estas,una vez separadas,
forman un flagelo envainado y degradando la célula hospeda-
dora son liberadas e inician un nuevo ciclo(Burnham et al.,
1970. ).

El nidmero de células hijas por Bdellovibrio que infecta va-

L d - - .
ria en relacidn a la célula infectada siendo de 6 a 30 en

Pseudomonas fluorescens, 5 a 12 en E.coli (Scherff et al.,

1.966) y 20 en Spirillum serpens { Stolp,1967 ).

La figura 1.1 muestra el ciclo "1{tico y el crecimiento sa-

profitico de Bdellovibrio publicado por Burnham et a1.(1970)

Vampirovibrio

Microorganismo pardsito descubierto por Gromov & Mankae
va (1972) en cultivos celulares de un alga eucariota Chlo-

rella vulgaris ,y en un principilo clasificado dentro del gé-

nero Bdellovibrio con el nombre de Bdellovibrio chlorellavo-

rus, aunque posteriores estudios indicaron diferencias nota-

bles con Bdellovibrio por lo que fue clasificado como un nue

vo género, Vampirovibrio chlorellavorus.

Vampirovibrio es un microorganismo pleomérfico que adop-

ta una forma vibrilar en estado libre con un tamafio de 0.3-

- 0.5 ym de anchura, ¥y presenta en cambio cuando se encuentr
parasitando morfologia de vibrio (de aproximadamente 0.4 am

de anchura) o de coco ( de 0.6 um de didmetro) .,

La pared celular es la usual de bacterias Gram-negativas.

Vampirovibrio presenta dos tipos de apéndices extrace-

lulares:
1) gruesos filamentos parecidos a "pili" que al ser
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observados mediante tincidn negativa revelan
una estructura fibrilar (6.5 um de anchura por
fibra) y a los que se les asigné una funcidn de
ataque.

2) un flagelo polar no envainado ( Bdellovibrio

siempre presenta el flagelo con vaina) sumamen
te frdgil ( a menudo suele aparecer roto o dete
riorado) y de una anchura de 15 nm.

A nivel metabdlico se sabe gue Vampirovibrio es incapaz

de crecer en cultive microbioldgicos tanto lfquidos como s§
lidos, e incluso sobre células de Chlorella muertas por di-
versos métodos. Esto ha supuesto la imposibilidad de aislar
lo en cultivo axénico.

Molecularmente el DNA de este microorganismo contiene
50 mol % G+C valor muy semejante al que tiene el DNA de las

diferentes especies de Bdellovibrio.

E1l ciclo infectivo de Vampirovibrio se inicia con la

adhesidn del pardsito a la pared celular del alga mediante
una estructura electrodensa de 245 nm de anchura y 36 nm de
grosor, cuya composicidén es desconocida. La textura y den-
sidad de dicha estructura de ataque varia con el plano de
1a seccidn (secciones ultrafinas) sbservédndose en unas oca-
siones como difusa y fibrosa, y en otras como electrodensa
vy estratificada. El1 pardsito parece por si solo capaz de
sintetizarlo.

Coder & Starr (1978) sugirieron gue dicha estructura no era
un engrosamiento cée la capa externa de la pared bacteriana
y apoyaron su hip8tesis en otros mecanismos conocidos de
adhesidn de bacterias mediados por biopolimeros baeterianos
extracelulares,lo cual condiciona::una modificacidn o diso-

lucidn sustancial de la pared(Harri & Michell,1973).
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Ante el ataque bacteriano se produce la formacidn de
agregados por parte del alga,lo cual no se produce en cul-
tivos axénicos de Chlorella ( Coder & Starr,1978).

Estudios de esta fase efectuados mediante el microscopio de
contraste de fases permitieron la observacidén de bacterias
y algas embebidas en una matriz hialina cue tenfa el aspec
to de una red fibrosa. En la actualidad ain no estd clara
1la causa de la formacidn de dicha matriz pudiendo correspon
der al metabolismo del alga o al de la bacteria, o ser un
producto de la interaccidn de ambos.

Los estudios efectuados sobre la capacidad depredadora

de dicha bacteria demuestran que Vampirovibrio es capaz de

atacar y parasitar 25 cepas distintas de Chlorella en creci
miento activo, pero no se produce crecimiento bacteriano en
diferentes cultivos bacterioldgicos,tampoco en otros tipos
de algas eucariotas o clanobacterias ni sobre 24 especies
diferentes ensayadas de bacterias Gram-negativas en las que

Bdellovibrio causa lisis.

Nunca se ha observado una penetracidén completa del pa-—

rdsito en el interior de Chlorella vulgaris (siendo ésta

una de las causas fundamentales para excluirlo del género

Bdellovibrio).

Aunque la asociacidn alga-bacteria es esencialmente extra-
celular,Coder y Starr (1978) sugirieron (tras estudios rea-
lizados por microscopia electrdnica) la existencia de un eg
tilete de material electrodenso de naturaleza desconocida,
gue penetraba a través de 1la pared del =2lga y que presiona-
ba la membrana citoplasmdtica siendo su funcidn ignorada.

Vampirovibrio se divide por escigidn binaria, y ésta se

produce unicamente cuando se encuentra adherido a la pared

celular de la céivla hospedadora.
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Los efectos que produce el ataque de Vampirovibrio so-

bre el alga son:

a)pérdida del contenido citoplasmatico,presentando
estructuras membranosas(restos de orgédnulos)y grandes zonas

vacuoladas.
b)destruccién celular,después de un lapso de 5-7
dias de iniciarse la infeccién(tras incubaciébn en la oscuri-

dad a una temperatura entre 15°C y 37°C)

Vampirococcus

En el afio 1972 se reélizaron diferentes estudios en el
lago Grande de Estanya con el fin de caracterizar 1los micro-
organismos existentes,y su relacién con los parametros fisi-
co-quimicos del medio. '

Las botellas planas que se utilizaron para trasladar las
muestras procedentes de distintas profundidades,presentaron
calvas de lisis en los sedimentos esponténeos formados por

una bacteria,en aquel momento dominante,Chromatium sp.

En 1983 Esteve et al.descubrieron un nuevo caso de para-—
sitismo bacteriano,al estudiar el material procedente de di-
chas calvas liticas.En un principio,el tiempo tardio de apa-
ricién de las calvas liticas,asi como su crecimiento conti-
nuo,hicieron suponer que no se trataba de bacteriéfagos.Poste-
riores estudios mediante microscopia electré4nica de transmi-
sién y de barrido,confirmaron la hipdtesis al comprobarse

que dichas calvas de lisis eran producidas por unas peque -
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fias bacterias con forma de coco de un tamafio ce 0.6 pm de
didmetro.

Los estudios microscépicos permitieron la observacidn
de la estructura de su pared,tipicamente Gram-negativas y
envuelta en una censa cdpsula.

Todavia en la actualidad es desconocido el método de
aproximacidén de la célula epibionte a la bacteria hospeda-

dora. El pardsito se une a Chromatium minus por una estruc

tura electrodensa. La infeccidén puede ser miltiple en cuan-’
to al ndmero de células infectantes y producirse al mismo
tiempo en distintos puntos de la pared celular.

En el hdbitat natural la infeccidén se produce en un ma
yor porcentaje en células que se encuentran en condicilones
limitentes de luz,lo cual indujo la hipétesis del caracter
oportunista de esta especie.Esta idea qued$ reforzada con
1os resultados obtenidos de recuentos celulares que se hi-
cieron de laspoblaciones en el campo,y en los querpudo apre
ciarse un ndmero mayor de células epibidnticas a partir de
las muestras de agua obtenidas de las capas mds profundas

( laguna de Cisé y lago Grande de Estanya) .

Vampirococcus nunca penetra en el interior de la célu-

1a infectada como hace Bdellovibrio. Una vez Se ha produ-—

cido la unidén del pardsito con la célula hospedadora, crece
y se divide dando un méximo de filamentacidn de tres célu—
las.

En ningin caso se observan células del epibionfe en divi-
sién cuando éste no se encuentra unido a la bacteria hos—
pedadora. La forma y tamafio celular varia durante la divi-

sién, el pardsito adopia una morfologia de pequefio vibrio

y un tamafio de 0.3 x0 .6 pm.
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Posteriormente a la divisidn,la célula ectopardsita se

desprende de Chromatium minus,liberdndose la descendencia

que presenta una forma esférica u oval tipica de las células
libres.

Como resultado de la infeccidn Vampirococcus-Chromatium

pueden observarse variaciones ultraestructurales importantes

en la célula hospedadora:

a) degradacidén del aparato fotosintético.
b) degradacidn de los gldébulos de azufre.

c) aparicién de zonas liticas en el citoplasma.

Una caratteristica a resaltar es que dichas alteraciones no
comportan nunca la lisis celular como es caracteristico en
los anteriores casos descritos.

Los ensayos efectuados con Vampirocaccus y otras espe-

cies de microorganismos fototréficos (Thiocapsa roseopersi-

cina,Rhodopseudomonas capsulata y Chlorobium vibrioforme )

tanto de laboratorio como de campo demuestran que esta bac
teria es incapaz de infectar o lisar los cultivos celulares
de dichas bacterias fototrdficas,observdndose por tanto una

cierta especificidad de infeccidn.

Fn la figura 1.2 se muestran diferentes estadfos infectivos

de Vampirococcus sobre Chromatium minus (Esteve,1981).

Bacteridéfagos

Aunque los bacteridfagos constituyen uno de los siste-
mas depredador-presa mejor estudiados,capaces de atacar a
un gran numero de microorganismos procariotas,los intentos
de aislar algunas formas pardsitas de microorganismos foto-

tréficos han dado hasta la actualidad escasas satisfacciones



Fig. 1.2

Diferentes etapas del ciclo infectivo de Vampiro-

coccus; A, células libres de Vampirococcus y Chro-

matium; B, adhesidn de la bacteria depredadora a
la pared celular de la célula hospedadora; C, di-

visién de Vampirococcus y degradacidn parcial del

citoplasma de Chromatium; D, liberacidén de la des-

cendencia,
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Unicamente hasta hoy en dia ha sido posible aislar bacterid-
fagos de un grupo de bacterias fototréficas,las Rhodospirille
ceae (bacterias rojas no sulfurosas), y aidn asi fue necesario
enriquecer en el laboratorio el t7tulo de dichos fagos para

poder alcanzar niveles detectables.

El primer virus descrito de bacterias fototrdficas fue

el de Rhodopseudomonas palustris (Freund-Mdlbert et al.,1968)

(Bosecker et al.,1972) pero desafortunadamente esta cepa viri
ca se perdid.

El afio 1974 supuso el descubrimiento del resto de bacte-
ridfagos de microorganismos fototrdéficos conocidos hasta el
presente,de los cuales el RS 1,e1 R # 1 y el R S 2 son espe-

cificos de Rhodopseudomonas sphaeroides ¥y uno de ellos el

RC 1 de Rhodopseudomonas capsulata.

Puesto que el objetivo de la presente revisidn bibliogrd
fica se centra bdsicamente en las bacterias depredadoras, no
se hace especial referencia a los ciclos infectivos de dichos
bacteribdfagos,aunque sf se han recogido diferentes datos so-
bre su morfologia,tipo de dcido nucleico y otras caracteris

ticas que se reseflan en la tabla 1.2 .
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2.- MATERTIAL Y METODOS

2.1.-Cepas bacterianas utilizadas

Para la realigacidn del presente trabajo se utilizaron
diferentes microorganismos autotréficos y heterotrdéficos,cu-
yas caracteristicas tanto de procedencia como de referencia

bibliografica se seflalan en la tabla 2.1

2.2.-Descripcidn del hdbitat

Laguna de Cisd

Pequefia masa de agua anaerobia sulfurosa,que se encuen-
tra situada 2l oeste del lago de Bafiolas (Gerona). Sus coor-
denadas son 42° 08° N 2° 457 E. La laguna tiene un drea de
400 mz,con un voldmen de 2.234 metros cdbicos y su méxima
profundidad es de 7 m.

La entrada de agua se da por el fondo de la laguna,producién
dose el drenaje por un pequefio canal o acequia artificial que
corre paralela a la"Ribera Csestellana®.

La laguna de Cisé es holomfctica y se encuentra situada sobre
yacimientos ocednicos ricos en sulfato cdlcico,que al ser di
suelto por las aguas freéticas hace que el agua sea altamen-

te sulfatada (Guerrero et al., 1978)(Guerrero et al.,1980)

Lago Grande de Estanya

El lago Grande de Estanya estd situado a unos 13 Km. de
Benarre (Huesca),y a una altura de 670 m sobre el nivel del
mar. Sus coordenadas geogrdficas son 42° 02° N O 327 E.

El lago tiene forma de ocho con dos cubetas de 12 y 20 m de
profundidad méxima separadas por una franja en la que la pro
fundidad es normalmente de 2 & 3 m.

Dicho lago no recibe ningin afluente por la superficie a ex-

cepcidn de una conexidn con un lago peguefio adyacente,por 10
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que se deduce gue tiene que haber entradas por el fondo que
compensen las pérdidas sufridas por la evaporacidn (Avila et

21.,1984).

2.3.- Medios de cultivo y disoluciones tampdn

Los medios de cultivo gue a continuacidén se exponen fue
ron utilizados para el crecimiento de los microorganismos fo-
totréficos y para el enriquecimiento y aislamiento de Dapto-

bacter.
T.as disoluciones tampdn se emplearon bdsicamente en la preps

racidn de muestras para microscopia electrdnica de transmisidr

y de barrido.
Medio NB

Medio 1iquido rico utilizado para el crecimiento del en

dopardsito en forma libre (Stolp et al.,1963).Es el medio base

del NB-10.
— Difco nutrient broth 8g
- Difco casaminoacids 58
- Difco yeast extract lg
- Agua destilada I1

El pH se ajusta a 7.2 con Na OH.

Medio NBA (NB agar)

A Se prepardé con medio 17gquido NB al que se afiadid agar a
una concentracidn final de 1.5%. Utilizado en la preparacidn

de placas para la obtencidn de colonias de Daptobacter.

Medio NB-10

Se empled para el crecimiento axénico del endopardsito,
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como medio de enriquecimiento (Seidler et al.;1969 a).

Se prepard diluyendo NB diez veces en agua destilada.El pH

se ajustd al valor de 7.3 - 0.1 con Na OH 1 N. E1 medio;una
vez preparado,se esterilizé en la autoclave y posteriormente
se le adiciond una disolucidn de Ca? (29.39 g/1) CaClz- 2H20
y otra de Mg2 (60.96 g/1) MgClp*6 HoO esterlizadas previamen
te por filtracidn y con una concentracidn final de 0.002 M. de

ion Ca2 y 0.003 M de Mg2
Medio PYE

Utilizado para el crecimiento independiente de Daptobac-
ter (Seidler et 2l.,1969 b).
Este medio es una modificacidn del medio HP de Stolp y Pet-

zold (1962).

- Bacto peptona 10g
- Difco yeast extract 3g
- Tris-C1lH 1M (pH 7.5) 10ml
- Agua destilada 1.000ml

El pH final se ajustd al valor de 7.5-0.2 con Na OH.

Medio PYE-agar

Utilizado para la determinacién de la morfologia colo-

nial de Daptobacter.Se prepara con 1.5% de agar.

Medio para microorganismos fototrdficos

Este medio ha sido utilizado para el crecimiento de los
microorganismos fototréficos susceptibles de infeccidn por

Daptobacter,con el fin de determinar el margen de hospedador

(Van Gemerden et al., 1982).5e prepara mezclando varias diso-

luciones.
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Un volimen de 1.000 ml de agua destilada contiene

NH4CL 300mg
KpoHPOy 300mg
CaClo2H50 200mg
MgClo6H0 200mg
8
MgS04TH20 250mg
KC1 _ 200mg
Disolucidén de oligoelementos 10ml
NayCO3 2.100mg 20mM
é
NaHCO 3 1.700mg 20mM
NaosS9H-0 lOO—700mg 0.4-3mM
Na,S,03 | 0-500mg 0. 3uM
Acetato sdédico 0-250mg 0. 3mM
Vitamina Bqp - 20ug
pH 6.8-7.5

Disolucidn de oligoelementos de Pfennig y Lippert (1966)

Disoluciones tampdn

Tampdn de cacodilato

Utilizado en el lavado de las muestras preparadas para
la obtencidn de cortes ultrafinos y en la preparacidn de las

mismas pera el microscopio electrdénico de barrido (Sabatini et

al., 1962).

Cacodilato sédico 0.1M 2.14g/100 ml de Hy0
Acido clorhidrico 0.1N 4-8.5m1/100 ml de H20

Estos lavados se realizan para eliminar los posibles restos de



26

solucidn fijadora en la que se sumergen las muestras en ambos

procesos.

2.4 .- REACTIVOS Y APARATOS

1.-Reactivos

Los productos guimicos utilizados para el tratamiento
de las nuestras por microscopfa electrdénica procedian de las

siguientes casas comerciales:

a)Glutaraldehido: (laboratorios TAAB)

glutaraldehido(25% solucidén acuosa) 1 ml
tampdén cacodilato 15 ml
agua destilada 20 ml

fijacién al 1% durante el periodo de 1 a 2 horas.

b)Tetradxido de Osmio (0s04): (Laboratorios Sigma)

Tetradxido de Osmio lg
disolucidén tampdn 40 ml
agua destilada 60 ml

¢)Acido fosfotdngstico (PTA): (Laboratorios Merck)

Es soluble en todos los agentes deshidratantes
Se prepara en solucidén al 1% en alcohol al 70% .Utilizado en la

tincidn de flagelos y en la caracterizacidn de Daptobacter por

microscopfa electrdénica de transmisidn.

d)Acetato de Uranilo (AU): (Laboratorios Merck)

Utilizado para la tincidén de cortes ultrafinos y en

1z caracterizacidn de Daptobacter por microscopia electrdénica

de transmisidn. Se prepara en solucidn al 1% en alcohol al 70%

Es estable.
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e)Citrato de plomo:

Se utilizd para la tincidén de cortes ultrafinos con
la finalidad de contrastar paredes y membranas.Se prepard diso.
viendo en 30g de agua 1.33g de nitrato de plomo  Pb(NO3), ,
y 1.76g de citrato sddico Na3(C6H5O§)2H20 .Después de 30 min
de agitacidn constante se afiadié 8ml de NaOH 1N y se enrasd

hasta 50ml con agua.
f)Aralditas: (Laboratorios Fluka)

Se utilizan en la inclusién de las muestras,para la
obtencidén de cortes ultrafinos.Se preparan mezclando cuatro

componentes (Glauert & Glavert,1958):

Araldita 04 212 loml
Hy 964 (DDSA) (endurecedor) 10ml
DY 064 (DMP 30)(acelerador) 0.3ml

Dibertil ftalato(plastificador) 1ml

Polimeriza en 48 h si se mantiene la temperatura a 80° C.

2.-Aparatos
Se utilizaron los siguientes aparatos:

Piramidotomo C.Reichter TM 60

Knife meker LKB type 7801 B
Ultramicrotomo LKB ultratome III type 8802 A

Microscopio electrdnico de transmisidn Hitachi HU-12A

Microscopio electrdnico de barrido ISI Super III-A

Metalizador Polaron E.2 SEM coating unitE-5000

Preparador de puntc critico Polaron E-3000

Evaporador Hitachi HUS-4

Centrifugadora Sorvall RC2-B
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Espectofotdmetro PYE Unicam SP 1803
Ampliadora (35 mm) Kaiser VP 6000

Ampliadora (9 x 12) Dust Laborator 1200

Microscopio Ge contraste de fases Olimpus BHB

2.5 .- Métodos de aislamiento y recuentos

La %técnica utilizada tanto para enriquecimiento de

Daptobacter,como para su crecimiento independiente y posterior

readaptacidn 2l parasitismo se muestran en la figura 2.1

2.5.1 Tdcnicas de enriquecimiento
Muestras del lago Grande de Estanya fueron filtradas
a través de un filtro Nuclepore de 0.2 um de didmetro de poro
(segin la técnica descrita en el apartado 2.5.4) con el fin de
detectar calvas de lisis que demostraran la presencia de Dap-
tobacter.
Para incrementar el titulo del microorganlsmo endoparasito se

resuspendia el material procedente de los filtros,en cultivos

puros de Chromatium minus repetidas veces.En cada uno de 1los

pases se preparaban nuevos filtros para el recuento de viables

y un filtro control de la célula hospedadora.

2.5.2 Deteccidn de Daptobacter sobre filtros

Cultivos puros de la célula hospedadora fueron filtra
dos (esterilmente) sobre filtros de fibra de vidrio (Whatman
GF/F) para formar una capa homogénea de bacterias.Seguidamente
se filtraba a su vez un volumen conocido de muestras pertene-
ciente a viales gue contenfan el microorganismo endopardsito
enriquecido.Sobre el sedimento celular previamente obtenido se

favorecia la deteccidn de nuevas calvas de lisis.



Fig 2.1

I.M&todos de enriquecimiento y de crecimiento independiente de

Daptobacter.

1. Recoleccidén de muestras del habitat natural

2. Dejar sedimentar las muestras en botellas planas, en
anaerobiosis y privadas de la luz

3. Detecciédn de calvas de lisis sobre los sedimentos (tiempo
de aparicién de 15 dias aun mes).

4, Resuspender el sedimento, centrifugar y decantar el
sobrenadante

5. Resuspender el "pellet" en cultivo axénico de Chromatium

6. Filtrar diferentes volumenes del cultivo mixto sobre

sedimentos celulares de Chromatium minus, mediante la técnica

de la doble capa de agar.
7. Deteccidn de calvas de lisis sobre filtros (tiempo de

aparicidén 10 dias aproximadamente.




Fig 2.1

II. Métodos de enriquecimiento y de crecimiento independiente

de Daptobacter.

Enriquecimiento
1. Resuspender el filtro (obtenido en el punto 7) en cultivo

axénico de Chromatium

2 Repetir el proceso varias veces (aproximadamente cada tres

dias la lectura es positiva)

3. Hacer recuentos, y controles de Chromatium en cada pase

Crecimiento independiente

1. Resuspender el filtro (obtenido en el punto 7) en medio NB
2. Analizar las distintas colonias obtenidas

3. Ensayar cada colonia en cultivo puro

4. Filtrar diferentes volumenes del cultivo puro sobre sedi-

mentos de Chromatium

5. Seleccionar el cultivo procedente de la colonia que did
resultado positivo

Readaptacidén al crecimiento dependiente
6. Reinocular el cultivo axénico (obtenido en el punto 5) en

cultivo axénico de Chromatium

7. Centrifugar y resuspender varias veces en cultivos de

Chromatium ,haciendo controles cada vez.

8. Tiempo aproximado de readaptacibén, 2 meses.
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2.5.3. Recuentos
Con el fin de cuantificar la incidencia del microor
ganismo endopardsito en hdbitats naturales se realizaron recue:

tos de dos tipos:

a)Recuento de viables

Muestras de diferentes profundidades pertenecientes
a la laguna de Cisd se filtraron sobre filtros de 0.22 um de
didmetro de poro aplicédndoseles la técnica de la doble capa de.
agar (ver apartado 2.5.4) e incubdndose a continuacidn a 25°C
y tiempos variables dependiendo de la cepa indicadora utiiiza-
da.
Se calculd el numero de microorganismos por mililitro mediante

la siguiente ecuacidn :

nede placas de lisis

- X microorganismos/ml
volumen filtrado

en la cual se tenfa en cuenta el nimero de calvas de lisis apa
recidas,la dilucién éfectuada, y el volumen de 1iquido filtra-

do.
Esta técnica fue utilizada para determinar el incremento en el

titulo del microorganismo endopardsito en los experimentos de

enriquecimiento.

b)Recuentos totales

Puesto que 1la téenica anteriormente descrita permi
tid tan solo el cdlculo de microorganismos viables,se efectua-
ron recuentos paralelos para la determinacidn de ntmeros tota-
les.

Para la realizacidn de este recuento se utilizd el anaran-—

jado de acridina, colorante fluorescente que tiene como propie
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dad caracteristica la de su fdcil combinacidn con los &dcidos
nucleicos. De esta forma,las células que han incorporado el c¢
lorante,al ser iluminadas con luz ultravioleta,presentan fluo-
rescencia,por lo que es fdcil distinguirlas de las particulas
de detritus. La técnica utilizada ha sido una variante de la

de Zimmermann & Meyer-Reil (1974).

2.5.4. Observacidn de las calvas de lisis mediante 1la téc-

nica de la doble capa de agar

La preparacidén de los filtros se hizo de igual for
ma que la descrita en el apartado 2.5.2. Los filtros se colo-
caron posteriormente en una placa de Petri que contenia una ca
pa base de agar (15g/1) y se recubrieron con otra capa de agar
(15g/1)con el fin de obtener bajas concentraciones de oxigeno
necesario para la supervivencia de la célula hospedadora; de
esta forma se evitd también el desarrollo de microorganismos
aerdbicos.Se incubaron los filtros a 25°C, dependiendo del ti
po de célula hospedadora. Los tiempos fueron variables , 3 dias
para los microorganismos fototréficos no formadores de cdpsu-
las,y tiempos superiores(hasta 10 dfas) para los microorganis
mos capsulados.

E1l crecimiento de las calvas de lisis se siguidé de forma
periddica para poder determinar su tamafio mdximo.
Tos filtros fueron utilizados para el enriquecimiento de

Daptobacter y en los trabajos de microscopia electrdnica de

transmisién y de barrido (ciclos infectivos) .

2.5.5. Filtros de barrera

Esta técnica fue escogida para el aislamiento ¥y

purificacidn de Daptobacter. Dado que éste se presenta asocia-

do a la célula hospedadora y en forma libre, y que en este ul
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timo caso sus caracteristicas morfoldgicas,de pequeflos bacilos
de 0.4 x 1.5 um, no es diferenciable de otros microorganismos
contaminantes,se utilizaron series de filtraciones a través de
filtros de didmetro de poro distintos. Filtros de 3 m de dig-

metro retuvieron en primer lugar las células de Chromatium

minus(de un tamafio de 2.5-3 um) gque pudieran presentar células
pardsitas adheridas a su pared celular. Estos filtros se utili

zaron con doble finalidad :

a)el examen de las células mediante microscopia elec

trénica de barrido.

b)para la infeccidn posterior de cultivos puros de

cepa hospedadora.
Posteriormente,los cultivos infectados se filtraron nueva

mente sobre filtros de 3 pm de didmetro de poro con el fin de

retener las células de Chromatium minus. El 1liquido filtrado

se pas$ a su vez sobre filtros de 0.22 um de didmetro,para ob
tener exclusivamente las células endopardsitas en su estado 1i

bre. Este proceso fue repetido varias veces para alcanzar un

t7tulo elevado.

Procedimiento ¢

a.-Filtracidn de 20 ml de la muestra a través de un

filtro de membrana de 3 um de didmetro de poro.

b.-Infeceidn de un cultivo puro de Chromatium minus

con los microorganismos retenidos.

c.-Nueva filtracidn a través de un filtro de 3 pm pe

ra retener las células de Chromatium minus.

d.-Paso del filtrado anterior a través de un filtro
de 0.22 ym.

Finalmente,se preparé una muestra para el microscopio elec
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trénico de barrido para comprobar el resultado del método.

2.6 Microcultivos

2.6.1., Desarrollo y preparacidn de un microcultivo

Con el fin de observar el proceso infectivo de di-

ferentes células hospedadoras por Daptobacter,” se prepard un

microcultivo segin la técnica desarrollada por
y posteriormente modificada segin el modelo expuesto en la fi-
gura 2.2 y que reuniera las condiciones ideales que a continuz

cidn se exponen :

12 permitiera la movilidad de los microorganismos.
20 mantuviese bajas concentraciones de oxigeno.

3¢ su manejo fuese sencillo.

En primer lugar se utilizd el modelo representado en la
figura 2.2 (a),preparado de la siguiente forma : un porta cu-
bierto por una fina capa de agar duro en el cual se hizo un po
cillo con el sacabocados,se llend en su totalidad con una mues

tra (igual volumen) de célula hospedadora y de Daptobacter.Pa-

ra evitar que hubiese oxfgeno en la cdmara, se selld el pocill
con un cubre y parafina.
T.a utilizacidn de este sistema no resultd satisfactorio

por las siguientes razones :

a) la parafina derretia el agar
b) se ensuciaba con facilidad de polvo
c) el agar se resecaba gl no estar protegido

d) fragilidad.

Acto seguido se utilizd el modelo de la figura 2.2 (b).

En placas de Petri con una gruesa capa de agar duro( aprox.

30g/1), se practicaron nuevamente pocillos, colocdndose las



Figura 2.2 Diferentes modelos disefiados para el
uesarollo y preparacidén de un micro-

cultivo.
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muestras de igual forma que en la técnica anteriormente descri
ta,se cubrid el pozo con un cubre evitando,siempre que fuese
posible, la formacién de burbujas de oxigeno. Para impedir que
los microorganismos se adheriesen al fondo del pozo (pldstico
de la placa de Petri)se cubrid este con una base de agar blan-
do.
Una vez preparado el microcultivo, se pasd a la observa-

cién periddica de intervalos de 30 min mediante la utilizacidn

del microscopio de contraste de fases.

2.6.2 Seguimiento fotogrdfico

Se realizaron series fotogridficas de las diferen-

tes fases del ciclo infectivo de Daptobacter mediante una cama

ra marca Olimpus acoplada al microscopio de contraste de fases
utilizdndose tiempos de exposicidn variables.
Las fotografias obtenidas fueron ampliadas,selecciondndose

las células de Chromatium que presentaban infeccidn simple,mil

tiple o efectos degradativos, de acuerdo con los dibujos efec-

tuados previamente en cada observacidn.

5.7 Métodos para la utilizacidn del microscopio electrdénico

Los métodos que a continuacidn se sefialan comprenden di-
ferentes técnicas para la preparacién de muestras tanto para
microscopia electrdnica de transmisidn como de barrido.

TLos primeros apartados hacen referencia a la obtencidén ne-
gativa de imdgenes y a la preparacidén de muestras para la ul-
tramicrotomia,mientras que los dltimosinstruyern sobre la prepe
racidn de las muestras para microscopia electrdnica de barridc

Finalmente, se seflalan algunas técnicas fotogrdficas seguidas

en ambos Procesos.
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2.7.1 Tincidn negativa

Esta técnica ha sido utilizada para la caracteri-

zacidn morfoldgica de Daptobacter y para el andlisis de los

flagelos (modificado Dawes, 1971).

Sobre una rejilla de cobre de 400 mesh cublerta con pelicu
la de formvar se depositd una gota del material bioldgico (cé-
lulas suspendidas en medio liquido NB) dejdndose sedimentar.
Transcurridos 15-30 min se retird el exceso de liquido y se ti
fieron las células con acetato de uranilo o 4cido fosfotingsti-
co a2l 0.5 y 1% respectivamente durante 20 minutos.

Tanto para el proceso de sedimentacidén como el de tincidn,
se ensayaron diferentes tiempos. Para el andlisis de los fla-
gelos se tuvo especial precaucidn en la preparacidén de las mue
tras ya gque cualguier proceso de agitacidn comporta la rotura

de estos.

2.7.2 Sombreado de platino

Utilizado para el estudio de estructuras bacteria-
nas y en especial en la caracterizacidén de los flagelos.

Para ello la muestra se deposita-en una rejilla cubierta
por una pelicula soporte y se coloca en condiciones de vacio
(il.O"5—lO'6 torr) aplicdndosele un metal pesado por evaporacidn.
Para dar uniformidad al sombreado,el material es inclinado en
varios dngulos y se somete a una rotacidn de aproximadamente
100 rpm durante la evaporacidn.

Fl material no conductible eléctricamente es sombreado con
una fina capa conducible,previo al examen al microscopio eleg
trénico,lo cual previene el dafio por eXceso térmico y cualquie
variacidn de la estructura eléctrica del material.

El grosor de la capa conductora es importante,siendo direc



37

tamente.proporcional a la cantidad de metal colocada en el fi-
lamento, e inversamente proporcional al cuadrado de l1la distan-
cia del filamento a la muestra.

Para calcular la cantidad de metal necesario para obtener

un grosor definido,fPfefferkorm(1972)did la siguiente férmula:

R2 Pl 104
Cos @

m = 4/3

= grosor de la capa de sombreado en jum

3

masa de material en mg de densidad (P)en g x cm”

distancia de 1la fuente de emisidn a la muestra en cm

® W B 3
i

= dngulo entre la normal y la situacidn del material

2.7.3 Secciones ultrafinas

Protocolo utilizado en la caracterizacidn estruc-
tural de los diferentes microorganismos fototrdificos ensayados,

v de Daptobacter,asi como en el proceso de 1la dindmica de in-

feccidn.

Para la obtencidn de las secciones ultrafinas un paso pre-

vio fue el tratamiento de las muestras segin su procedencia.

a)muestras de campo

Muestras procedentes del lago Grande de Estanya (véase
apartado 2.2)a diferentes profundidades fueron fijadas con glu
taraldehido a una concentracidén final del 1%,consexrvacas en ng

vers y privadas de la luz, para su posterior andlisis en el la-

boratorio.

b)cultivos puros

Muestras de los diferentes microorganismos fototrdficos
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obtenidos a partir de un crecimiento exponencial en medio Van
Gemerden a 25 ¢ y recibiendo una iluminacidn de 60 LE n's”fueror
fijadas con glutaraldehido al 1%.

En ambos procesos se siguid el siguiente tratamiento de la

muestra

12) centrifugacidén de la muestra a 8.000 rpm durante 10 min

e inclusidn del sedimento obtenido en agar al 2% a 45° G para la
obtencidn de pequeflos cubos de 1 mm3 mane jables durante el res-

to del proceso.

22) Tavados. Con el fin de retirar los restos de fijador,
se sumergieron los cubos de agar en tampén cacodilato sédico
0.2 M por un periodo de 15 min. Fue muy prédctica la utilizacidén
de tubos de centrifuga ependorff que por su pequefio tamafio evi
tan el gasto excesivo de solucidn,asi como por su bajo coste

que permite que,tras su uso,puedan ser desechados.

32) Postfijacidn con tetrdxido de osmio.Despuds del lavado

se realizd una segunda fijacidn con 0s04 en tampdn cacodilato

durante 24 horas a 490.

42) Lavado. Nuevamente se lavaron los blogues en tampdn ca

codilato para eliminar por completo el fijador.

52) Deshidrataciones ¥ tincidn con acetato de uranilo.Para

eliminar el agua retenida en la muestra,se introdujo ésta en
gradlentes de etanol o acetona a las concentraciones de 30%,
50%, 70% . .durante 15 min en cada paso; en este punto se pard la
deshidratacidn. La muestra fue tefilda con acetato de uranilo
en disolucidn alcohdlica al T0%, el tiempo de tincidn fue de
24 horas a 4°C. .

Una vez tefiida la muestra, se continud el proceso de des-

nidratacidn sumergiendo el material bioldgico en alcohol o acg
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tona al 100% ( 15 min) y posteriormente en Sxido de propileno
al 100% (30 min). El éxido de propileno fue utilizado como di-
solvente intermedio entre el alcohol y la resina epoxi ( Luft,

1.961).

62) Inclusidén en aralditas. Diferentes proporciones de

dxido de propileno y aralditas fueron utilizadas como paso pre

vio a la inclusidn:

2/3 éxido de propileno 1/3 araldita (I)
1/2 w o " " 1/2 "
1/3 n " " 2/3 "

Cada fase tuvo un tiempo de duracidén de 30 min.

A continuacidn se sumergieron los blogues en araldita I (24 h
en una estufa a 50 C). Es mds satisfactorio hacer varios cam-—
bios en araldita I para eliminar totalmente el éxido de propi-
leno.

Ta etapa final del proceso es la inclusidén de la muestra en
araldita II, dejédndola por espacio de 30 min en la estufa de

50C y 48 h a 80° ¢ para su correcta polimerizacidn.

72) Piramidado de los_blogues. Una vez polimerizadas las

muestras, éstas eran pulidas por medio del piramidotomo (véase
aparatos) como paso previo a la obtencidn de secciones ultrafi

nas.

80) Elaboracidén de cuchillas. Mediante el aparato corta-

cuchillas, anteriormente citado, se prepararon dstas y utili-

zando cinta scotch y cera se elaboraron las balsas de agua.

9e) Ultramicrotomia. Finalmente, los bloques piramidados

fueron cortados en secciones ultrafinas y depositados en reji
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llas de 400 mesh.

102) Tincidn con citrato de plomo. Para obtener un mejor

contraste de las paredes celulares, las rejillas fueron tefiidas
con una solucidén de citrato de plomo y lavadas repetidamente

con agua destilada para su total eliminacidn.

2.7.4 Preparacidn de muesiras para el microscopio elec—

trdnico de barrido

Utilizado para el estudio morfoldgico de los micro

organismos fototrdficos ensayados y en la caracterizacidn de

Daptobacter( Hayat,1975).

TLas muestras,primeramente, fueron fi jadas con glutaraldehi
do en la prOporcién del 1% durante un periodo de 2 horas a £,
Seguidamente se hizo pasar un volumen de muestra a través de
un filtro Nuclepore de 0.2 pm de didmetro de poro, (que permi
+id 1la retencidn de microorganismos de muy pequefio tamafio) ,
evitando el completo secado de este en el proceso de filtra-
cién. A continuacidn, las muestras se lavaron en tampdn caco

dilato con el fin de retirar todo resto de fijador.

Para poder manejar cémodamente los filtros a lo largo del
proceso, se utilizaron pequeflas bolsas de papel de aluminio en
cuyo interior se depositaron estos, mecanismo que favorecid el

contacto de las muestras con 1as soluciones utilizadas.

- Posteriormente las deshidrataciones se efectuaron por flo
tacidn de las bolsas en una serie de alcoholes (etanol) de gra

do creciente, 30%, 50%, 70%,100% durante 15 min.

Finalmente se sustituyd el etanol por acetato de isoamilo
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de forma creciente y segun las siguientes proporciones:

1/3 acetato de isoamilo 2/3 etanol
1/2 " " " 1/2 "
2/3 " " " 1/3 "

Acetato de isocamilo

Cada fase de la sustitucidn tuvo una duracidn de 15 min.
Una vez sometidas las muestras al proceso de punto critico(téc
nica explicada detalladamente en el siguiente apartado), los

filtros fueron directamente sombreados con oro.

2.7.6 Punto critico

Fue introducido por Anderson ( 1951) para evitar
los efectos de la tensidn superficial y preservar las estruc-
turas impidiendo la reduccidn de volumen de las células indi-

viduales.

Fl método estd basado en la propiedad de que cuando un 11
guido dado,en equilibrio con su vapor es calentado en un espa-
cio confinado, la temperatura alcanza un valor sobre el cual es
imposible licuar el vapor & menos que se aplique presidn. Esta
temperstura es la "temperatura critica". Como la presidén se in
crementa durante el calentamiento, la densidad de vapor incre-
menta hasta la "presidén critica™ en la que la presidn de las

fases liquido/vapor son iguales.

La conjuncidn de presidén y temperatura critica, "punto cri

tico",dda como resul®tado que la tensidén de superficie sea igual
a cero. El gas puede entonces ser sustituido, es decir, el diox
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do de carbono liguido se transforma en gas sin pasar por una
fase 1imite. La condensacidn del gas no ocurre durante la 1i-
beracidn del mismo mientras que la temperatura sea mantenida

sobre la temperatura critica que es de 35°C.

El didxido de carbono no se mezcla directamente con el -
agua y por tanto es necesario hacer sustituciones sucesivas con

alcohol y acetato de isocamilo.

2.7.7 Técnicas fotograficas

_ Generalmente se utilizdé papel Agfa profesional nd
mero 3 speed, para la mayoria de las fotografias realizadas.Pa
ra los negativos fuertemente contrastados se reveld con papel
Negra suave que evita los contrastes ¥ da uniformidad a la fo-
tografia. Al contrario, para negativos poco definidos se utili
z6 papel Agfa profesional n? 4 speed (papel duro) que hace re-

saltar las zonas claras del negativo de las mds oscuras.

El tiempo de revelado de los papeles Agfa (speed) es de
1 min y 15 sg y el del papel Negra varia segin la intensidad

de tono deseado para la fotografia.

Se realizaron fotografias de las secciomes ultrafinas correg
. . L
pondientes a los microorganismos empleados en este trabajo asi

como de sus ciclos infectivos (MET y microscopio de contraste

de fases).
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3.RESULTADOS

3.1.0bservaciones efectuadas mediante microscopia éptica

Las primeras observaciones sobre Daptobacter,se efectuaron

mediante la técnica de microscopia 6ptica,esencialmente de
contraste de fases y postefiormente de epifluorescencia.

La microscopia de contraste de fases permitié inicial-
mente una primera caracterizaciédn morfolbdgica y se utilizé
también para la reconstrucciédn mediante secuencias fotogra-
Picas del ciclo infectivo del parasito.

La microscopia de epifluorescencia resulté especialmente
Gtil en el examen de muestras directas del campo,por ser
una técnica que permite separar las células vivas del resto
de contaminantes organicos.

Ambos tipos de microscopia tienen la ventaja de permitir
el andlisis inmediato de las muestras tanto de enriquecimien -
to como de cultivos éxémﬁcos,siendo ademés sencilla su pre-

paracién.

El principal inconveniente de su utilizacién radica en
su inferior poder resolutivo con respecto al microscopio

electrénico,lo que comporta una menor informacidn

3.1.1.Morfologia vy tincibén de Daptobacter

El examen directo de las calvas de lisis aparecidas
sobre sedimentos celulares de la célula hospedadora median-
te microscopia 6ptica de contraste de fases,reveld la pre-
sencia de células de tamafio grande(2,5x3um)deghvomativm may
méviles y que presentaban glébulos de azufre refringentes
en su citoplasma,y de células de morfologia de pequefio baci-
lo,también méviles en algunos casos en estado libre y en otro

con apariencia de estar infectando las células de Chromatium

produciéndose dicha infeccién en ntmero variable.
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La preparacién de frotis de alicutas de dichas mues-
tras sobre portaobjetos,y posterior tincién de Gram,did
una clara tincién rojiza para ambos tipos de células,por
lo que los pequefios bacilos fueron déferminadoé como micro-

organismos Gram-negativos(Véase f£ig.3.1)

3.1.2.An4lisis de las muestras mediante microscopia de

epifluorescencia

Muestras procedentes del lago Grande de Estanya,se pre-
pararon para una tincibn de epifluorescencia.Mediante esta
técnica los microorganismos presentes en la muestra quedan
retenidos con una coloracién anaranjada fluorescente sobre
un fondo oscuro que permite una clara identificacién.

La técnica fue utilizada para los recuentos celulares
asf como para determinar la incidencia del microorganismo

pardsito sobre células de Chromatium.Se dié como resultado

positivo de infeccidn,todos aquellos casos en que la célu—
la hospedadora se encontraban microorganismos adheridos,
pero el método propuesto fue insuficiente para determinar

si la infeccién era producida por Vampirococcus(una bacteria

depredadora ectopardsita) o por Daptobacter.Aunque la morfo-

logia de 1z primera es esférica y la de la segunda bacilar
no es posible descartar mediante esta técnica la posibilidad

de un estado intermedio de infeccidn de Daptobacter,es decir

de parcial penetracién(observaciofi terminal de la forma ba-
cilar,que podria dar apariencia de coco).

Al igual que en la utilizacién de microcopia electré-
nica de barrido,puede darse la posibilidad de precipita-
cién de unas células sébre otras por el mismo hecho de la
filtracién,paso indispensable en la preparacibdn de las
muestras.

En la figura 3.2 ,se presenta el aspecto de una muestra

del lago Grande de Estaya obtenido por este procedimiento,



45

mientras que los recuentos efectuados de las distintas
capas de agua para conocer la incidencia del parésito,se cita
en el apartado 3.7.2.

3.1.3.Aplicacidén de la microscopia de contraste de fases

al seguimiento de un microcultivo

Inbculos procedentes de un cultivo de enriquecimiento

de Daptobacter 'y de Chromatium minus(cultivo axénico) se

emplearon para la realizacién de microcultivos(Ver material
y métodos 2,6)con el fin de conseguir series fotograficas
que correspondieran a los diferentes estadios del ciclo

infectivo de Daptobacter sobre Chromatium minus.La figura

3.3 corresponde a un cultivo infectado de cero horas.

Las células de Chromatium minus presentan un aspecto mor-

fologico normal »Y se mantienen todavia mbéviles.Alternando
con las células hospedadoras ,se observan bacilos rectos de

Daptobacter muy mbéviles.Pocas células de Chromatium presen-—

tan sintomas de infeccién por el microorganismo paréasito.
La figura 3.4 muestra el mismo microcultivo a las
veinte horas de infecciém;en ella se muestran células de

Chromatium minus con pequefios bacilos adheridos a su pared

celular.Esta fase corresponde con el segundo estadio de
contacto primario,el cual pudo ser mucho mejor observado
mediante la utilizacién de secciones ultrafinas por micros-—
copia electrbénica de transmisidn.

Es importante resaltaren esta fase,el constante movimiento

‘rotatorio que presentan las células de Daptobacter (mien-
tras se encuentran adheridas a la pared celular de Chroma-

tium minus) y que recuerda enormemente al que presenta

Bdellovibrio en esta misma fase de infeccidn.

Finalmente la figura 3.5 corresponde a una fase tardia
de infeccién(cien horas);la mayoria de las células de Dap-

tobacter se encuentran libres y el aspecto de Chromatium se

encuentra muy alterado.Es frecuente ver células deformes
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con zonas liticas totalmente desprovistas de movimiento.El

porcentaje de células infectadas en esta fase es bajo.

3.2.Actividad bacteriolitica de Daptobacter

Muestras del lago Grande de Estanya,que se habian deja-
do sedimentar en botellas planas y en las cuales aparecieron
las primeras calvas de lisis,se resuspendieron en cultivos

puros de Chromatium minus.Posteriormente este proceso se

efectubd repetidas veces con el fin de incrementar el titulo

de Daptobacter(Ver figura 2.1 de Material y Método ),y con-—

seguir cultivos enriquecidos con los que ensayar la actividad

bacteriolitica de Daptobacter sobre diferentes cultivos

axénicos.

3.2.1.Deteccibén sobre filtros de membrana(del microorga-

nismo endoparésito)

Primeramente se ensayaron diferentes clases de fil-
tros para comprobar cual de ellos formaba un sedimento celu-
lar mAds homogeneo,y que no presentara discontinuidades que
pudieran ser causa de confusién al interpretarse como calvas
l1iticas.Los filtros ensayados fueron Nuclepore, Sartorius y
Whatman, siendo este Gltimo el que did resultado mas satis -
factorio por 1o ,ue fue el utilizado en todos los experimen-—
tos de este trabajo.

La deteccién de Daptobacter,se realizbd segtin la téc-

descrita en el apartado de Material y Métodos(2.5.2 ),por

filtracidn directa de éste sobre Chromatium minus,observan—

dose la aparicién de calvas liticas a los tres dias de incu~
vacién a 25°C(en la oscuridad).

Las calvas de lisis sobre sedimentos celulares apa-
recieron primero esféricas de bordes regulares y puntiformes
(0.15 cm)pero incrementaron en los dias sucesivos su tamafio,
llegando a alcanzar un diémetro maximo de 0.5 cm a los cin-

co dias de su aparicidn.
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El aspecto de la calva litica era claro y se contrastaba

fuertemente con el sedimento de la bacteria hospedadora,

que en el caso de Chromatium minus era de un intenso color

rojo.

El tiempo transcurrido hasta la aparicién de las cal-
vas de lisis varié atendiendo a si las muestras filtradas
procedian de cultivos de enriquecimiento(de tres a diez
dias),o si correspondian a muestras de campo(laguna de
Cisé)de ocho a quince dfias.En la figura 3.6 se muestran las
calvas de lisis antes mencionadas sobre un sedimento celu-
lar obtenido por filtracién de una muestra de agua de la
laguna de Cisé sobre filtro Whatman.

El objetivo siguiente fue el enriquecimiento del
microorganismo parédsito rediante pases sucesivos del mate-
rial arrastrado directamente del filtro en cultivos axéni-

cos de Chromatium minus.BEl resultado final fue la obten-

. . 6 . .
cién de 10 células/ml de Daptobacter,ntmero si no ideal,

apropiado para el estudio morfolégico ultraestructural.

3.2.2 Recuento de calvas mediante la técnica de la doble

capa de agar

Paralelamente,y dado que la técnica anteriormente
expuesta se mostrd idbénea en cuanto a la deteccidén de calvas
de lisis,pero ofrecia el inconveniente en cuanto al recuento
de estas en un espacio limitado(&rea del filtro),se efectuaron
- diluciones sucesivas de los cultivos enriquecidos y se sem—
braron en placas de Petri utilizando cultivos de Chromatium
minus como cepa indicadora mediante la técnica de la doble
capa de agar.

Los resultados fueron favorables en lo que respecta
a los recuentos,pero el sedimento de la célula hospedadora

ofrecia un menor contraste que en el método de los filtros



48

por lo gque se descartd la utilizacibn de esta técnica
al no poder emplearse el trifeniltetrazolio como colorante
de contraste(sblo es posible su utilizacidédn en el caso de

microorganismos con metabolismo respiratorio).

3.2.3.Margen de hospedador

Con el fin de comprobar la capacidad infectiva de

Daptobacter sobre otros microorganismos,se inoculé un culti-

vo enriquecido con el microorganismo endoparasito sobre cul-
tivos axénicos de diferentes microorganismos fototréficos vy
hetrotré6ficos.Los primeros experimentos se realizaron con
bacterias fototré6ficas de distintos géneros debido a que

inicialmente Daptobacter habfa sido detectado sobre Chromatium

minus.
De la familia -Rhodospirillaceae se ensayaron las espe-

cies Rhodopseudomonas capsulata,Rhodopseudomonas palustris,

v Rhodopseudomonas gelatinosa obteniéndose un resultado ne-

gativo en las tres especies.
Por el contrario las especies de la familia Cromatia-

ceae que se utilizaron(Chromatiwn minus,Chromatium vinosum,

Thiocapsa roseopersicina,Chromatium minutissium y Thiocys-

tis Sp.)como sedimentos celulares presentaron al infectarse

con Daptobacter zonas liticas nitidas siendo su tiempo de

aparicién variable.Las tres Gltimas especies tardaron un
periodo de tiempo superior a las tres primeras en presentar
infeccién.Este hecho se interpretd como probablemente debi-
do a la posesibén de cépsulas o limos que dificultaron la
accién del parésito.

Se ensayaron otros microorganismos no fototrdficos

(Bacillus subtilis,Escherichia coli,Salmonella tiphymurium y

Staphylococus aureus)sin que se obtuviera ningtin resultado

positivo.
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De estos resultados se deduce que no hay especificidad
respecto a la célula hospedadora a nivel de género,aunque
si parece darse a nivel de familia,ya que todas las Rhodospiri-
llaceas ensayadas dieron resultado negativo,y todas las
Chromatiaceae positivo.

La tabla 3.1 registra todos los microorganismos usados y
los tiempos de aparicién de 1las calvas de lisis en cada

uno de los cultivos infectados.

3.3 Aplicacién del microscopio electré4nico de barrido al

anflisis de muestras

La utilizacién del microscopio electrdbdnico de barrido( SEM)
permitié un estudio rapido de las muestras,centrado primordial
mente en la morfologia celular y en la observacién de las in-
teraccionés entre la bacteria hospedadora y el parasito.

Debido al bajo poder de resolucién de este microscopio
con respecto al de transmisién,las fotogréfias obtenidas de
esta interaccién nunca prsentaron una nitidez .completa.Otro
inconveniente radicd en la imposibilidad de diferenciar entre
si la degradacién celular de la bacteria hospedadora era de-

bida a 1la infeccién del pardsito(Daptobacter),o a posibles

interacciones motivadas por la técnica de deshidratacién em-
pleada durante la preparacién de la muestra,por lo cual estas
se procesaron también en cada caso por microscopia electréd-

nica de transmisidn.

3.3.1.0bservacién de muestras de campo

Muestras pertenecientes al lago Grande de Estanya de
distintas profundidades se prepararon (Ver Material y Méto-
dos 2.7.5)convenientemente para su observacién al SEM.El es-

tudio de las preparaciones sirvié para conocer los diferentes
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tipos morfoldgicos y esclarecer,mediante la comunidad bacte-
riana existente y el an&lisis de los parametros fisico-quimi-
cos,las caracteristicas ecoldgicas que determinan la mayor in-
cidencia de microorganismos depredadores..

En la figura 3.7 pueden observarse 1los tipos morfoldgicos
descritos,mientras que en la tabla 3.2 se muestran sus prin-
cipales caracteristicas.

El Objetivo primordial de la microscopia electrébnica de
barrido fue la deteccién del microorganismo depredador sobre

células de Chromatium para determinar algunas de sus caracte-—

risticas morfolbgicas.

El microscopio electrénico de barrido presenta el mismo in-
conveniente que el de epifluorescencia en el sentido de que al
analizar las muestras se da una superposicién celular debido
a la propia filtracién que hace que los resultados sean de di-
ficil interpretacién,por ello se trabajé con muestras muy di-

1uidas con el fin de obtener células aisladas de Chromatium

sobre las que se pudiera estudiar de manera real la inciden-

cia de Daptobacter.

La figura 3.8 muestra una célula de Chromatium rodeada de

algunas células de Daptobacter.

Las im&genes obtenidas por esta técnica no permiten un escla-
recimiento sobre el tipo de infeccidén y‘hacen dificil la sepa-

racidén entre Vampirococcus y Daptobacter.la utilizacién del

MET fue importante para la determinacién de ambas formas.

3.3.2.0bservaciédn de muestras enriquecidas

Alicuotas de estados progresivos del proceso de enri-
quecimiento del microorganismo endoparésito fueron preparadas
para el microscopio electrdé4nico de barrido.

La observacién de dichas muestras revelaron un estado

de la superficie celular de’'Chromatium minus muy rugoso,en el

que la mayorfia de las células se encontraban agregadas por muc
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lago(aspecto tipico de 1los microorganismos de esta especie
ante condiciones desfavorables) lo que dificultd enormemente

1a valoracién de si los efectos eran debidos al estado fisio-
16gico de 1la célula hospedadora o al efecto del microorganis—
mo depredador.Fue necesario la inclusién de dichas muestras
para su observacién en secciones ultrafinas que permitieran

la correcta interpretacién.

En la figura 3.9 se muestra el aspecto de dichos agregados

v rodeados de 1imos.

3.3.3.An4lisis directo de las calvas de 1lisis

Para la observacibén de las calvas 1iticas(mediante mi
croscopia electrdénica de barrido) se prepararon directamente
filtros que las presentaban.Se intentd analizar concretamente
la zona litica.con resultado negativo,debido a que al ser ne-
cesaria la utilizaci6m de un gran ntimero de aumentos,los fil-
tros se rompian debido a la alta intensidad electrbdnica que
calentaba en exceso la muestra.Se ensayaron diferentes filtros
para comprobar su resistencia.El filtro ideal para este tipo
de examen fue el filtro Nuclepore,pero éste es inadecuado para
1a formacién de calvas liticas,por lo que no se pudo realizar

el andlisis.

3.4.Aplicacién del microscopio electrédnico de transmisidn

La utilizacién del microscopio electrénico de transmisidn
(MET) ha sido fundamental para la realizacién de este trabajo.
Con &1 se ha podido estudiar la morfologia y la ultraestructu-
ra celular tanto de la bacteria depredadora (cultivos axénicos
y cultivos enriquecidos) como de las bacterias presas.Ademas,
ha permitido seguir los diferentes estadfos del ciclo in-

fectivo.
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E1l pricipal inconveniente en la preparacién de las mues-—
tras para el microscopio electrénico de transmisidén surgid
en el proceso de preinclusién de aquellas en agar.

Usualmente,las suspensiones bacterianas son centrifuga-
das para la obtenciém de un "pellet" que pueda ser incluido
en agar para su tratamiento posterior.

Fn el caso de los cultivos de enriquecimiento,la deteccibn
de calvas de lisis se efectuaba sobre filtros.Al resuspender
material procedente de éstos,parte del agar que cubria el pro-
pio filtro,asi como restos de &ste,eran resuspendidos también
por lo que se hacia imposible la obtencién de un "pellet" por
centrifugacibén.Para corregir este defecto se ensayaron dos
técnicas:
a)la inclusién completa del filtro en agar
b)La reinoculacién directa del material procedente del
Filtro en placas de Petri con agar duro fundido, que
al solidificar dejaba el material perfectamente incluil
do.

La primera técnica tuvo que deshecharse debido a que el
grosor del filtro era muy fino,y era realmente costoso iden-
tificar las zonas bacterianas(tefiidas con OsO4 como pequeflios
puntos oscuros) para la ultramicrotomia.Por todo ello se optéd
por la segunda técnica que aunque laboriosa, fue la Gnica que
permitié la inclusién de un ntmero de células suficliente como
para gwe pudiera ser reconocible la muestra en los bloques de
araldita.

Esta disyuntiva no se produjo en los cultivos axénicos,en 10s

que se pudo utilizar la técnica habitual.
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3.4.1.Caracterizacidén morfoldgica del microorganismo

endoparasito

La caracterizacidén morfoldégica de Daptobacter,se efec-

tubé partiendo de fotografias ampliadas de im&dgenes obtenidas
por microscopia electrénica de barrido y de transmisién,
Previamente la muestra tuvo que ser filtrada para retener

células de Chromatium minus que por su dgran tamafio colmata-

ban las rejillas de cobre usadas como soporte,dificultando la
observacién.El liquido filtrado fue observado mediante tincidbn
negativa.

La microscopia de barrido fue deshechada como técnica de carac-
trerizacién debido a la reduccibén del volumen celular que com-—
porta la preparaciédn de las muestras.

Daptobacter es un pequefio bacilo recto de O.5um de anchura

y de 1.5 um de longitud.

Cuando se examinan las células por microscopia electrénica

de transmisién no se observa la presencia de nigtn tipo de
limo o cépsula envolvente que pueda recordar 1os bdellocistos

que forma Bdellovibrio cuando parasita células de Rhodospiri-

1lum rubrum,

Daptobacter es una bacteria mévil provista de un(a veces

varios) flagelo polar.
En la tabla 3.3 se sefialan las principales caracteristicas
tanto coloniales,o de aspecto de las calvas,como morfolégicas

individuales.

3.4.2.Flagelos

Para la caracterizacién de los flagelos se utilizéd
tanto la técnica de tincién negativa,como la de sombreado de

platino por microscopia electrénica de transmisién.
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Daptobacter posee un flagelo polar de longitud estimada

de 2.49 ym y 15 nm de didmetro(figura 3.10).

Cuando la tincibén se realizbd en muestras procedentes de cul-
tivos axénicos,algunos bacilos presentaban en uno de sus polos
un penacho constituido por 4 6 5 flagelos(figura 3.11) mien- -
tras otros poseian un solo flagelo polar.El flagelo no parece

tener vaina como es caracteristico en el género de Bdellovibric

En este Giltimo las fotografias electrédnicas obtenidas mediante
tincibén negativa muestran una clara continuidad entre las en-
vueltas celulares y el inicio del flagelo,siendo estas de un
grosor anormalmente grande.Por su parte esta continuidad se
aprecia muy bien en algunas imégenes de cortes ultrafinos.

En contraposicidédn en ninguna de las células examinadas pu-
do observarse la presencia de una vaina flagelar,hecho que ade-

més corrobora su pequeflo diametro.

3.4.3 Bnvolturas celulares

El estudio de las envueltas celulares de. Daptobacter

se enfocd de modo comparativo al realizado con las especies del

género Bdellovibrio,ya que éstas presentan formas de resistencis

caracteristicas cuando la bacteria hospedadora Rhodospirilium

rubrum es infectada por é€1.Debido a la proximidad de ambos pa-
résitos en cuanto a lo que hace referencia al margen de hos-
pedador(en este caso concreto) se pensdé en la posibilidad de

que Daptobacter realizase un proceso similar.

Estudios por microscopia electrbdnica de transmisidn no
reportaron ningtn resultado sobre la hipbtesis anteriormente

citada.Daptobacter no presenta cépsulas o envueltas celulares

(figura 3.12),aunque en ocasiones las células individuales apa-
recian rodeadas de una envuelta celular procedente de la pared

celular de la bacteria hospedadora.
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3.4.4.Caracterizaciédn ultraestructural

Los métodos expuestos en los anteriores apartados han

permitido la caracterizacitn morfolégica de Daptobacter,pero

tnicamente con el examen de secciones ultrafinas de cultivos
de enriquecimiento ha sido posible determinar su estructura in-

terna.

Daptobacter es una bacteria Gram-negativa.En las fotogra-

ffas electrbénicas puede apreciarse la estructura tipica de
pared y membrana citoplasmatica caracteristica de este tipo
de bacterias,

El citoplasma celular presenta diferentes tipos de inclu-
sionesj;algunas de ellas identificables por métodos especificos,
y otras todavia ahora en vias de valoraciédn.

En primer lugar y distribuidos homogeneamente por todo el ci-
toplasma bacteriano se encuentran los ribosomas, pequefios organt
los de O.c ym de didmetro y muy densos a los electrones.
Igualmente pueden apreciarse otros tipos de inclusiones de re-
serva,de distribucién y ntmero variable.Dependiendo de las con-
diciones fisiolbgicas de la bacteria parésita se identifican
los siguientes organulos:
a) Grénulos de glucégeno de un tamafio mayor que los
anteriores,de 0. um de di&metro también muy den-
sos a 1los electrones y que se presentan con un

margen de variacién po célula de 1-15.

b) Gréanulos de poly—/3—hydroxybutirato(PHB),sélo los
presentan pocas células;se trata de gré&nulos poco

densos a los electrones de O. um de diémetro.

c) Unas inclusiones todavia no determinadas de es-

pecial disposicién.Se trata en este caso de orga-
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nulos muy poco densos a los elctrones y de dis-
posicién polar(uno en cada extremo de la célula)
y que a veces se presenta en posicién central,en
la zona de formacién del septo de divisidn.Su na-—
turaleza es por ahora desconocida,aunque se ha proc-
puesto la hipbtesis de que,dada su peculiar dis-
posicién,tal vez su funcibn esté relacionada con
la produccién de enzimas liticos necesarios en el
proceso de infeccién.
En la figura 3.13 se aprecian las estructuras anteriormente
citadas.Restos de la célula hospedadora pueden también observar

se en esta imagen.

3.5.Ciclo infectivo de Daptobacter

Los primeros ensayos para el seguimiento continuo del ciclc

infectivo de Daptobacter se efectuaron utilizando la técnica

de los microcultivos{descrita en Material y Métodos,apartado
2.6) v mediante el microscopio de contraste de fases.

A causa del bajo poder de resolucién de este tipo de mi-—
croscopio no se pudo hacer una diferenciacién clara de las
fases en que estaba constituido el ciclo infectivo,pero sf
sirvié de gran ayuda para esbozar y completar los resultados
que posteriormente aportaria el empleo del microscopio elec-—
trénico de transmisidén en el procesado de muestras correspon-—

dientes a diferentes etapas del desarrollo de microcultivos.

3.5.1.Contacto primario

Las observaciones de microcultivo con el microscopio
de contraste de fases demostraron que puede producirse contactc
entre uno o més(aprox. 5 el méximo) pardsitos y la célula hospe-

dadora.
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Daptobacter al igual que hace Bdellovibrio colisiona fi-

sicamente por uno de sus polos con la superficie celular de

la bacteria hospedadora.La colisiédn se produce gracias al réa-
pido movimiento rectilineo que le proporciona su flagelo polar.
Todavia se desconoce si dicho contacto se produce de una forma
aleatoria o por la existemcia de un reconocimiento quimico.

En esta fase la célula hospedadora utilizada,Chromatium

minus,mostraba un aspecto metabblico normal no apreciéndose
ninguna alteracién en la pared y membrana citoplasmatica.El
citoplasma bacteriano presentaba glbbulosde azufre,granulos
de poly—ﬂ-—hydroxybutirato(PHB),glucégeno(G) y vesiculas fo-
tosinteticas (V)(figura 3.14)

3.5.2.Ataque

Una vez efectuado el contacto primario,Daptobacter

inicia un movimiento rotatorio alrededor de su eje longitu-
dinal(durante un tiempo no medido pero prolongado).Este pro-
ceso fue observado mediante microscopia de contrate de fases.
Al{icuotas de muestras correspondientes a esta fase fueron
examinadas en el microscopio electrénico de transmisidn.En las
imAgenes obtenidas a partir de las secciones ultrafinas se dis-
tinguié en primer lugar y en la zona de contacto de ambos mi-
croorganismos,la invaginacién de la pared y de la membrana ci-

toplasmatica de Chromatium minus por parte de Daptobacter y

que termina posteriormente con la rotura de ambas membranas.

En la figura 3.15 puede observarse una célula de Daptobacter

en el momento de iniciarse la penetracién en una célula de

Chromatium minus.Bn ella se observa la formaciédn de un abul-

tamiento por parte de la célula hospedadora en la zona de re-

conocimiento.
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Fl examen ultraestructural de Chromatium minus,demuestra

que no existe en esta fase ningtn otro tipo de alteracién en
el citoplasma bacteriano,tan sclo el inicio de la rotura de
pared y membrana citoplasmatica que se hace claramente paten-—
te en la fase siguiente de infeccidn.

A lo largo del presente trabajo se ha podido constatar

que Chromatium es més vulnerable a la infeccibén cuando se en-—

cuentra creciendo en condiciones fisiolégicas no ideales.En

estas condiciones,el azufre intracelular es utilizado por 1o
que no se observan este tipo de inclusiones;o de presentarse
dichos glébulos,se encuentran parclalmente degradados.Obsér-
vese en la figura 3.16,la presencia de limos envolviendo cé-

lulas de Chromatium.

3.5.3.Penetracidn

En esta fase se produce la rotura definitiva de la

pared celular y de la membrana citoplasmética de Chromatium.

Daptobacter penetra en el espacio citoplasmatico de la

bacteria hospedadora.El mecanismo de entrada parece ser si-

milar al propuesto para Bdellovibrio,con una fase primaria

en la que se produce una perforacién mecénica de la pared ce-
lular,y una etapa secundaria,no demostrada,de probable produc-—
cién enzimética que facilite la entrada del parésito.

En las figuras 3.17 y 3.18 pueden observarse dos ejemplos

gr&ficos de dicha penetracitn.En la figura 3.17,Daptobacter

atraviesa materialmente la célula hospedadora.Dada la longi-
tud del parésito,parte de éste emerge por ambos polos de Chro:
matium con rotura de envolturas celulares.BEn la figura 3.18

se muestra una célula de Chromatium con infeccién mhltiple

por tres células de Daptobacter.Obsérvese la clara disposi-

cién citoplasmitica de las células parasitas,y la lisis ce-

lular gque producen en su entorno,detectables como zonas claras
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(sin contenido citoplasmitico).La imagen corresponde en este
caso a un corte transverso.

Las alteraciones mé&s notables de esta fase corresponden
a la bacteria hospedadora.En primer lugar la rotura de la
pared y membrana citoplasmética es evidente en diferentes
puntos.Dichas envueltas se observan en estas im4genes cir-
cularizadas provocando la retraccién del citoplasma bacteriano.
Este,por su parte presenta grandes zonas de lisis que se apre-
cian especialmente alrededor de las células parésitas;asi
mismo las vesiculas fotosintéticas presentan un tamafio varia=-

ble debido a la rotura.

3.5.4.Multiplicacién

Daptobacter se divide en el interior del citoplasma

bacteriano de la célula hospedadora por divisién binaria,no
nabiéndose observado en ninguna ocasién mas de dos células
en cada divisién.Las figuras 3.19 y 3.20,son dos ejemplos

caracteristicos de la divisién de Daptobacter.lLa bacteria

hospedadora aparece degradada casi por completo,lo que puede
correlacionarse con la disminucién del ntmero de células de

Chromatium por campo que se observd en los estudios efectua-

dos con microcultivos,mediante el microscopio de contraste de

fases.

3.5.5.Liberacién

Finalmente lé descenilencia gqueda libre debido a la
lisis completa de la bacteria hospedadora.Cada célula hija
tiene capacidad infectiva y puede com€izar umn nuevo ciclo.
En las figuras 3.21 y 3.22 puede observarse la fase final del

ciclo infectivo.En ambas imigenes la lisis celular de la bac-
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teria hospedadora es bien patente,mostrédndose restos del

citoplasma bacteriano de Chromatium,asi como estructuras cir-

cularizadas de su pared que alternan con secciones transver-

sas de varias células de Daptobacter en fase de liberaciédn.

3.6.Crecimiento independiente

Con el fin de aislar el microorganismo endoparéasito en
cultivos axénicos se ensayd el crecimiento en medios micro-
biolégicos.Primeramente se hicieron siembras directas en placas
de NB,a partir de muestras de calvas de lisis inoculadas previe
mnete en medio liquido(véase la figura 2.1).

Se aislaron por este procedimiento diez tipos diferentes
de morfologias coloniales.Cada una de estas colonias se sepa-
ré en cultivos axénicos efectulndose previamente una tincidn
de Gram de cada una de las distintas morfologias coloniales.

Las colonias formadas por pequeflos bacilos Gram-negativos
se ensayaron nuevamente sobre sedimentos celulares de la bac-

ria hospedadora(Chromatium minus)para comprobar su capacidad

infectiva.Unicamente un sélo tipo de colonia dib6 una lectura

positiva(formé calvas de lisis).

3.6.1.Caracteristicas morfolbgicas y coloniales

Daptobacter crece en placas de medio NB, desarrollando

unas colonias de bordes redondeados regulares que incrementan
de tamafio hasta un maximo de 0.5 cm.La colonia tiene un halo
e riférico traslficido y presenta una coloraciédn amarillenta
central.

En el mismo medio y en crecimiento en anaerobiosis(jarra anae-
rébica Gaspak) se presenta el mismo tipo de morfologia,aunque

el crecimiento en anaerobiosis es mucho més lento.
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El examen por microscopia éptica de un frotis colonial,
mostré microorganismos de morfologia bacilar algunos en di-
visién binaria y Gram-negativo.

Los bacilos observados mediante la técnica de la gota pendien-
te presentaban una gran movilidad debido a la posesidn de

uno o varios flgelos polares (véase la figura 3.10).

3.6.2.Caracteristicas ultraestructurales

El anAlisis al microscopio electrénico de transmisidn

de cultivos axénicos de Daptobacter permitié un estudio fino

de su ultraestructura.

En las figuras 3.23 y 3.24 quedan resaltadas la pared celular
y la membrana citoplasmatica propias de las bacterias Gram-
negativas,A nivel citoplasmatico presenta abundantes estruc-
turas muy electodensas{ribosomas)y escasas inclusiones de
glucégeno(de un tamafio mayor).Es de destacar la ausencia de i
clusiones grasas.Una caracteristica importante a mencionar

es 1la ausencia de las estructuras polares descritas con
anterioridad y que pudieran tener una posible imputacién en la

actividad litica de la bacteria hospedadora.

3.6.3.Caracteristicas metabolicas

Cultivos axénicos de Daptobacter fueron inoculados

en una gran variedad de pruebas bioquimicas con el fin de
conocer las caracteristicas metabdlicas principales.
Inicialmente se ensayaron las pruebas bdsicas de oxidasa
y catalasa,dando ambas resultado positivo.Asi mismo la prueba
de crecimiento en O/F dié afirmativa para las dos pruebas.
por lo que el microorganismo se definié como anaerdbico fa-

cultativo y capaz de metabolizar la glucosa fermentativamente.



65

Otras pruebas bioquimicas como la utilizacién de citra-
tos como fmica fuente de carbono,y la posesidén de determinados
enzimas como la triptéfano-~desaminasa y la nitrato-reductasa
dieron igualmente resultado positivo.Tan sblo la prueba de
la urea dié negativa.la actividad proteolitica del parésito
se ensaybd en la gelatina,la lectura fue positiva.

Daptobacter tiene un metabolismo claramente fermentativo;

una larga lista de azficares:glucosa,galactosa,maltosa,manosa,
fructosa,ramnosa, sacarosa y almidén entre otros, fueron en-—
sayados con resultado positivo y algunos de ellos con Fuerte
produccién de gas.La utilizacién de aminoacidos se probd con
arginina,lisina y ornitinajel resultado confirmbé la utilizacidr
de lo tres.

Finalmente fueron ensayados diferentes alcoholes,pero de
todos:ellos s6lo el manitol fue utilizado.

En resumen,de los resultados se deduce que Daptobacter

es una bacteria anaerébica facultativa,con importante acti-
vidad proteolitica y un metabolismo de azlcares elevado.
En la tabla 3.4 se indican las diferentes pruebas bioquimicas

realizadas y los resultados obtenidos.

3.6.4.Cinética de crecimiento

Para poder determinar la temperatura 6ptima de cre-

cimiento,y el tiempo de duplicacién de Daptobacter,cuando cre-

ce en cultivos axénicos,se hicieron estudios de su cinética
de crecimiento a distintas temperaturas(25 C,30 y 37°C).EL
medio seleccionado por dar mejores resultados fue el NB.
En la figura 3.25 se ha dibujado la curva de crecimiento co-
respondiente a cada una de las temperaturas indicadas.
De las diferentes lecturas{efectuadas con el espectrofo-

témetro)del cultivo en crecimiento se hizo un tratamiento



Tabla 3.4 Caracteristicas bioquiricas de Dagptobacter

Pruebas bioquimicas Resultado

1)3enerales

oxidasa +
catalasa +
o/F + +
nitratos +
citratos +
gelatina +
ureasa +
utilizacién tiosulfato(HpS) +

2)Metabolisma de azficares

glucosa + (%)
galactosa + "
maltosa + "
manosa +
fructosa +
ramnosa -
sacarosa +
arabinosa +
lactosa *
trealosa +
rafinosa +
ribosa +
almidén- +

3)Utilizacién de aﬁinoécidos

arginina(arginina deshidrolasa) +
lisina(lisina descarboxilasa) >
ornitina{ornitina descarboxilasa) +
triptéfano desaminasa +

4)utilizacién de alcoholes

manitol +
inositol -

Xilitol -




Fig. 3.25

Curva de crecimiento de Daptobacter a distintas

temperaturas;(®) 250 C , (4 ) 3020 C y (® ) 370 C,

en medio NB.
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matematico,consistente en una recta de regresién,que nos sir-
vi6é para el célculo de la velocidad de crecimiento corres-

pondiente a cada temperatura.También se calculd el tiempo de
dgeneraciém para cada una de las cinéticas estudiadas.Los re-

sultados obtenidos fueron:

37°C 64.11 min
30'C 69.10 min
25%C 77.78 min

Estos datos confirmaron que 1la temperatura éptima de creci-

miento(para el medio NB) es de 37°C.

3.7.Papel ecolégico de los microorganismos parédsitos de

Chromatium

En los apartados anteriores se han descrito las diferen-—
tes caracteristicas morfolégicas y fisiolégicas de Daptobac—
Ler en estudios efectuados en nuestro laboratorio.En este
apartado se pretende resaltar la importancia ecolégica de los
microorganismos depredadores en general,en los medios acui-
ticos asf{ como correlacionar determinados pardmetros fisico—
quimicos con el ciclo de vida de dichos microorganismos.

También se hace un estudio de las caracteristicas prin-
cipales que presentan 1os habitats naturales en losg cuales
se ha detectado la presencia de microorganismos depredadores

de Chromatium,y se estudia su incidencia bajo un punto de vig-

ta cuantitativo.

En dichos habitats tanto Daptobacter como Vampirocsccus

necesitan de otras bacterias Gram-negativas(de la familia
Chromatiaceae) para poder multiplicarse.Aunque en nuestrn
laboratorio se ha conseguido aislar una cepa variante de este
microorganismo,capaz de crecer y multiplicarse en ausencia de
bacteria hospedadora,no se tienen evidencias de la existencia

de estas Ce€pas en la naturaleza,
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3.7.1.Habitats que favorecen la proliferacién de microor—

dganismos parésitos de Chromatium gp

Tanto la laguna de Cisé como el lago Grande de Es~
tanya,descritos con anterioridad,constituyen ambientes natu-
rales con ciertas carateristicas comunes que favorecen a 1o
largo del afio el crecimiento de microorganismos fototréficos.

Ambos lagos se encuentran en sistemas cadrsticos donde la
disolucién de sulfatos del médio sirve de sustento a microor—

ganismos anaerbébicos del género Desulfovibrio.Estas especies

obtienen energia de la reduccibén de los sulfatos proporc1o—
nando 1mportantes cantidades de sulfhidrico al medio, que di-
funde a lo largo de la columna de agua creando diferentes
gradientes de concentracién,en los que proliferan diversas
poblaciones de bacterias fototr5ficas.

La luz es otro factor limitante,y que a su vez selecciona
las poblaciones naturales.

La combinacién de ambos parémetros determina el establecimien—
to de capas de agua estratificadas(en verano) en las que pro-
liferan diferentes especies de microorganismos fototréficos.
Su presencia es reconocida por la coloracién que toman las a-
guas,ya que estas bacterias contienen pigmentos carotenoides
(en el interior de vesiculas fotosintéticas)que utilizan para
la captaciédn de 1luz.

Otro factor que condiciona enormemente el establecimiento
de especies bacterianas es la presencia de oxigeno en el medio
Las condiciones existentes en la laguna de Cisé y en el lago
Grande de Estanya son muy similares Para los tres parametros

citados con anterioridad:
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Profundidad

: de la capa

Habitat Luz SHo 03 bacteriana
Lago Grande de Estanya 1uE 1mM--0mM 8, 7mg/1 12m
Laguna de Cisb 1pE 1mM--0mM  8,7mg/1 2m

La concentracién de sulfhidrico difunde a lo largo de 1la
columna de agua.A doce metros de Profundidad en el lago Gran-
de de Estanya y a dos metros en la laguna de Cisé,donde se
encuentra la capa bacteriana,la concentracién de sulfhidrico
estd comprendida entre 1mM y O mM,

La luz que incide sobre la capa de bacteriasses de 1pE,
que aunque no es la 4ptima deseable para las Chromatiaceae,
€stas tienen que sobrevivir con estos indices de iluminacién,
ya que por encima de los 12 y de los 2m(lago Grande de Eg~
tanya y laguna de Cisd respectivamente) la concentracién de

sulfhidrico es nula v la de oxigeno elevada.

3.7.2.Recuentos totales en aguas dulces

También se determind el tanto Por ciento de células
infectadas por microorganismos depredadores,asi como el ntme-
ro de microorganismos parisitos por célula infectada.

El andlisis se efectud a Qiferentes profundidades:
5,10,12,12.25,12.5,13,15 v 20 m

con el fin de comprobar si determinadas capas de agua favo-

recian de forma mis selectiva 1la incidencia de parésitos.

El examen por microscopia de epifluorescencia permitié reco-

nocer por su morfologia,como bacteria Predominante a Vampiro-

COCCuUs sp.,aunque no es posible descartar Por este método la

presencia de Daptobacter en parcial o completa penetracién.
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Los resultados obtenidos se sefialan en la tabla 3.5
Del an&lisis de los resultados puede apreciarse que el mé-

ximo de las dos especies de Chromatium se situa entre 12 y

12.5 m.Por su parte el ntmero de células infectadas en la
primera especie aumenta con la profundidad hasta alcanzar el
méximo a los gince metros(93%).Por el contrario,la segunda
especie registra un méximo de células afectadas en la misma
capa bacteriana(12.25m) y se mantiene constante al incremen-—
tar la profundidad.

En cuanto al nfimero de células depredadoras detectadas
por célula infectada,incrementa con la profundidad en Chroma-

tium minus,y se mantiene estable con ligeras variaciones en

las distintas profundidades para Chromatium vinosum.

Los resultados expuestos en la tabla 3.5 nos permiten dar
una valoracidén aproximada de células depredadoras en las dis—
tintas capas de agua,considerando el nimero de células de

Chromatium por mililitro,el tanto por ciento de células in-—

fectadas y el ntmero medio de células depredadoras por mi-
croorganismo hospedador.

Estos valores son méximos a 12.25m,calculéndose en 7.4X1O5el
numero de células depredadoras en estado infectivo.El ntmero
total comprenderé& también las células libres no valoradas,

pPor 1o que debe ser superior al descrito.

3.7.3.Recuentos de células viables de Daptobacter a par-

tir de muestreos efectuados en distintas capas de

agua de la laguna de Cisd

Voltmenes conocidos de agua obtenidos de distintas

profundidades de la laguna de-Cisé, fueron filtrados Y prepa-
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rados mediante la técnica de la doble capa de agar con el fin
de efectuar un estudio del ntmero de células viables de Dap-
ftobacter existentes en este habitat natural.

Los resultados obtenidos son eXpuestos en la tabla 3.6
El anédlisis de dichos recuentos(20-3-85) informan de que el

maximo ntmero de células de Daptobacter por mililitro de agua

filtrada,estd situado en la misma profundidad a 1a que se en-

cuentra estratificada 1a capa bacteriana de Chromatium minus

y decrece con la profundidad.El muestreo efectuado en el mes

de Mayo(15-5-85) sitra el maximo de células viables de QEE‘
tobacter en la capa bacteriara.g] rtmero elevado de P.f.u./ml1
correspondiente a 5 m de Profundidad solamente eg Justifica-

ble por 1a sedimentacidn de céluvlas infectadas de las capas

Stperiores.
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Figura 3.1

Tincidn de Gram de células de Chromatium

minus vy Daptobacter en estado libre e in-

fectivo (x1066)

Figura 3.2

Tincién con anaranjado de acridina de una
miestra de agua del lago Grande de Estanya

(x2000)

Figura 2.3

Microcultivo de Daptobacter y Chromatium

minus a las cero horas de infeccidn.Obsér-
vese la ausencia de células infectadas.

(x2000)







Figura 3.4 Microcultivo de Daptobacter y Chroma-

tium minus a las veinte horas de in-

feccidén.Obsérvese una céiula de Chro-

matium minus presentando miltiple in-

feccibdn (x3000)

Figura 3.5 Microcultivo de Daptobacter vy Chroma-

tium minus a las cien horas de infec—

cidn.La célula de Chromativm minus se

€ncuentra muy degradada y muy pocas

células presentan infeccidn (x2000)

Figuraz.6 Calvas de lisis producidas pcr Dapto-
bacter sobre sedimentos celulares de

Chromatium minus.







Figura 3.7 Fotografia de Scanning de una mues-
tra obtenida del lago Grande de
Estanya.Poblacién mixta (12-10-84),

(Barra representa 1 fem)

Figura 3.8 Fotografia de Scanning mostrando

una célula de Chromatium mirus

infectada por varias células pa-

résitas. (barra representa 1Am)

Figura 3.9 Muestra del lago Grande de Estanya
sedimentada en botellas planas en
las cuales aparecieron calvas 1i-
ticas.0Obsérvese el aspecto muy de-
gradado gue presentan las células

de Chromatium minus.(Barra repre-

serta lmn)







Figura 3.10

Aspecto del flagelo de Daptocbac-

ter. Tincién negativa (x26477)

Penacko de flagelos de una célula

de Daptobacter perteneciente a

un cultivo axénico.Tincidn nega-

tiva (x37500)

Figura 3.12

Corte transversal de una célula

de bDaptobacter.0Obsérvese la ausen-

cia de cépsula (x84000)







Figura 3.13

Corte longitudinal de una célula de

Daptcbacter mostrandc peguefios grénulos

electrodensos:ribosomas(R); gréanulos de
mayor tamafio electrodensos;glucdgeno(G);
estructuras poco densas a los electrones
y de disposicidn polar de naturaleza des-—

corocida(L) (x5850)

Figura 3.14

Ultraestrictura de uvna célula de Chroma—

tivm minvs.E1l citoplasma bacteriano pre-

senta gldbulos de azufre(S8),grénulos de
poly-p-hydroxybutirato(PHB), glucdégeno(G)

vy vesiculas fotosintéticas(V) (x2640)

Figura 3.15

Seccién ultrafina de una célula de Dap-

tocbacter penetrando en una célula de

Chromatium (x50.000)







Figura 3.16 Ultraestructura de agregados de Chro-

matium con limos envolvertes (x27004)

Figura 3.17 Seccidn vltrafina de céiulas de Chro-

matirm minvus infectad por células

de Daptobacter.Nétese la localizacidn

citoplasmética del pardsito.Corte lon-—

gitudinal y transversal.(x26000)

Figura 3,18 Seccidr vitrafina de una céiula de

Chromatium en la cual se aprecia in-

feccién miltiple.El citoplasma de la
célula hospedadora se ewncuentra degra-
dado fuertemente en torno a las célu-

las de Daptobacter







Figuras 3.19 y 3.20 Ultraestructura de células de Dap-
tobacter en divisidn hinaria,infec-

tando células de Chromatium

(x30.000) v (x40.000)

Figura 3.21 Etapa final del ciclo infectivo.Li-

beracidn de céiulas de Daptobacter

(x36.000)







Figura 3.22 Seccién ultrafina de Chromatium

después del proceso infectivo.Célu-

las de Daptobacter libres (x44000)

Figuras 3.23 y 2.24 Secciones ultrafinas de células de

Daptotacter procedentes de un cul-

tivo axénico.
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4. DISCUSION

El aislamiento e identificacidn de Daptobactér ha supues

to un descubrimiento impsrtante para la ecologia microbiana
por ser el Unico microorganismo bacteriano anaerdbico facul-
tativo,capaz de realigzar un proceso de parasitismo (penetran
do en el citoplasma de la bacteria hospedadora) sobre otras

bacterias,conocido en la actualidad.

La deteccidn . de Daptobacter se consiguid gracias a la uti

lizacidn de técnicas especificas que han tenido un papel fun-
damental en este trabajo. Estas técnicas tuvieron que ser mo-
dificadas en algunos aspectos con el fin de obtener me joras

en los resultados finales.Los problemas técnicos que se pre-—

sentaron, asi como sus soluciones se discuten a continuacidn.

Discusidn de los métodos

La primera dificultad fue la necesidad de obtener titulos

elevados de Daptobacter gue permitieran poder realizar los es

tudios morfoldgicos, yltraestructurales mediante microscopia

electrdénica de transmisidér y de barrido.
Un aspecto muy positivo que contrarrestd en parte la baja

concentracidn de Daptobacter fue el lugar de estudio. Tanto

la laguna de Cisd como el lago Grande de Estanya han sido
masas de agua ideales para este tipo de andlisis ya que‘favo—
recen el crecimiento masivo de poblaciones fototrdficas,espe

cialmente de especies del gémnero Chromatium (Guerrero et al.,

1980) a las que Daptobacter parasita.

Un nuevo problema fue la eleccidn del tipo de filtro que

se empled para la realizacidén de la técnica de la doble capa
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de agar; primeramente se utilizaron filtros Nuclepore simila-
res a los que habian sido escogidos para la preparacidn de

muestras para el SEM, observdndose que dichos filtros no eran
adecuados para esta técnica pues las calvas de lisis que apa
recian sobre los sedimentos celulares de la bacteria hospeda
dora no se remarcaban con nitidez, lo que hacia que su recuen

to fuese diffcil y por tanto poco prédctico.

El siguiente filtro ensayado fue el Whatman GF/F (de fibra de
vidrio) con el cual si se consiguieron los resultados espera

dos de nitidez del contorno de las caivas de lisis.

Durante la realizacidn de este trabajo también se tuvo
que modificar la técnica usual del procssado de muestraé pa-—
ra microscopia electrdnica de transmisidn. La causa de esta
modificacidn fue la imposibilidad de obtener un sedimento al
centrifugar los filtrados celulares en los que se habian de-
tectado calvas liticas. Conjuntamente a la suspensidén bacte-
riana tambidn aparecian trozos de fibra de vidrio del filtro
y pequefios restos de la capa de agar; la modificacidn reali-
zada coneistid en incluir sobre agar fundido (2 una tempera-—
tura cercana a la de solidificacién) parte del sedimento ce-
lular con la ayuda de una espdtula,intentando concentrar 1la
muestra en un mismo punto para faciliter el piramidado y la
obtencidn de secciones ultrafinas. Una vez solidificado el

agar se cortd en cubitos de 1 mm aproximadarente y se realizd

el procedimiento normal de preparacidn.

En los estudios ecoldgicos de hdbitats naturales,es im-
portante destacar el papel de los microorganismos depredado-
res sobre determinadas poblaciones bacterianas.

Tan sélo la microscopia en sus distintas modalidades permite
cuantificar la incidencia y el porcentaje de dichos microorga

nismos.
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Se selecciond para este tipo de estudios la microscopia
de epifluorescencia, y pese a las ventajas que en otros as-
pectos pudieran presentar la microscopia electrdénica de trans
misidn y de barrido, tuvieron que ser desechadas para este ti
po de andlisis por los inconvenientes que a continuacidn se

exponen :

a) Microscopia electrdnica de transmisidén (TEM)

Bl principal inconveniente de la utilizacidn de esta
téenica para efectuar recuentos, propuesta con éxito por
Caldwell & Tiedje (1975) y Watson (1977) fue el tamafio de la

célula hospedadora Chromatium minus, que cubria completamen-

te (por su facilidad de formar agregados) la rejilla de cobre

impidiendo la deteccidén del microorganismo rardsito.

En el caso de las secciones ultrafinas la informacidn ob
tenida era escasa debido a2 cue una misma serie de cortes po-
dfan estar referidos a la misma célula examinada,precisdndo-
se en este caso un numero muy elevado de cortes para que los

datos fueran significativos.

b) Microscopia electrdénica de barrido (SEM)

Esta técnica fue igualmente desechada ya que en ante-
riores trabajos pudo comprobarse el efecto que las deshidra-
taciones (indispensables en la preparacidn de muestras) ejer-
cfan sobre la reduccidn de los voltmenes celulares, especial-
mente en los microorganismos fototrdficos en los que eran
fuertemente extraidos los pigmentos fotosintéticos (Montesi-
nos et al., 1983).

Ta téenica habia sido propuesta para estudios similares por

Bowden (1977) que compard la microscopia electrdénica de barri
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do y la microscopia de epifluorescencia para los recuentos
celulares,resaltando los aspectos positivos de esta dltima

técnica.

También la microscopia de barrido dificulta el proceso de con
taje en los casos de formacidén de limos,y en los de presencia

abundante de material detritico.

c) Microscopia de epifluorescencia (anaranjado de acri- .

dina)

Con la utilizacidn de esta técnica se consiguid dife
renciar el material bioldgico (gracias a la tincidn del mate-
rial genético) de la materia orgdnica existente en las prepar:

raciones (supone una mejors con respecto al SEM).

Otra caracteristica a resaltar fue el ndmero elevado de célu-
las que pudieron ser observadas en cada preparacidén: (muy su-

perior en comparacidén al MET).

El dUnico punto negativo que existe al emplear esta técnica,

» 7
es el cansancio visual que reporta la prolongada observacion
en el microscopio de contraste de fases de cada una de las

muestras.

Estudio comparativo de los microorganismos derrecadores

Daptobacter supone una nueva aportacidén dentro del dmbi-

to de los mecanismos de depredacidén bacteriana.

. s ’ a i
Hasta la fecha muy pocos son los microorganlismos parasitos de
bacterias conocidos. Los Unicos géneros que pueden ser consi

derados como tales son 3dellovibrio,Vampirococcus y Daptobac-

ter. Puesto que Vampirovibrio parasita a un alga eucariota
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del género Chlorella y taxnto los protozoos como los bacterid-
fagos, responsables de la mayoria de procesos depredatorios
de estos microorganismos, no pertenecen al tipo celular pro- .

carionte, se excluyen de la comparacidn.

Entre los tres géneros anteriormente citados Bdellovibrio

Vampirococcus y Daptobacter existen notables diferencias en

las caracteristicas tanto morfoldgicas como en las que hacen
referencia a su ciclo infectivo, aungue también es cierto que
en algunos aspectos concretos presentan ciertas similitudes

(Guerrero et al.,1985).

Tas siguientes pdginas estdn enfocadas a comparar los tres gé

neros citados.

Vampirococcus difiere del género Daptobacter sobre todo

en los aspectos morfoldgicos de motilidad,y principalmente en
la posicidn que ocupan ambos é}ésitos en el momento de su in

feccidn sobre la bacteria hospedadora. Vampirococcus €s un de

predador ectopardsito mientras que Daptobacter es un endopa-—-

régito. Como principal similitud hay que destacar el hecho de

que ambos microorganismos son capaces de infectar a una mis-

ma especie bacteriana, Chromatium minus. Vampirococcus 10 ha-

ce de forma eSpecifica’mientras que Daptobacter presenta un

margen de hospedador mds amplio.

Dado que Daptobacter tiene muchas caracteristicas simila-

res al género Bdellovibrio, y puesto que la informacidn que

se tiene sobre este 1Ultimo es exhaustiva,cse establece a con-
tinuacidn una comparacidn entre ambos géneros (Esteve et al.,

1985).

Las principales caracteristicas morfoldgicas y bioquimi-
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cas de Daptobacter se sefialan en la tabla 4.1 en comparacidn

con las de los géneros Bdellovibrio y Vampirococcus ,pero por

los motivos anteriormente expuestos se€ comparardn uUnicamente

los dos primeros géneros citados.

a) Morfoldgicamente, los dos microorganismos son distin-

tos.Bdellovibrio,tiene forma de vibrio y Daptobacter es un ba

cilo recto. Ambos pardsitos son muy similares en su tamatio, el

cual es de 0.35 x 1.2 um para Bdellovibrio y de 0.5 x 1.5 um

el de Daptobacter.

Los dos géneros presentan motilidad proporcionada por un

Unico flagelo polar que en Daptobacter carece de vaina y tie-

ne un grosor de 15 nm de didmetro. En contraposicidn, el fla-

gelo de Bdellovibrio esté envainado y alcanza un valor de 28

nr (Seidler & Starr,1967,1968 ). Este Ultimo se encuentra
constituido por una cubierta de 7.5 pm de grosor gue rodea al
eje central de 13 nm de didmetro,y que es una continuacidn de

la pared celular (Abram & Davis,1970).

b) Otra caracteristica comin de los dos microorganismos
comparados es la capacidad de producir calvas de lisis sobre
sedimentos celulares de bacterias hospedadoras. A este nivel

el margen de hospedador conocido de Daptobactef se limita ex

clusivamente a especies del género Chromatium mientras que

muchos Bdellovibrios estudiados tienen aqtiyidad sobre ente-

robacterias y pseudomonas,(Starr & Huang,1972) ¥y (Starr & Seic
ler, 1971) ,habiéndose descrito también bdellovibrios capaces

de atacar otras especies bacterianas como Azotobacter chrooco

cum (Sullivan & Casida,l968),Rhizobium spp.,Agrobacterium tu-
mefaciens (Parker & Grove,1970) y Sphaerotilus natans (Venoss

1.875).
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~c¢) La comparacidn de sus caracteristicas metabdlicas
aporta una nueva diferencia entre las dos especies.

Bdellovibrio es un microorganismo aerdbico estricto y Dapto-

bacter es anaerdbico facultativo.

Por otra parte muchas de las cepas de Bdellovibrio se ha de-

mostrado que no son capaces de utilizar carbohidratos(Starr

& Seidler,1971), en cambio Daptobacter es capaz de realizar

un metabolismo de azUcares importante. Las restantes pruebas
bioguimicas ensayadas (véase tabla 4.1) dieron los mismos re-
sultados para los dos pardsitos.

El comportamiento de Daptobacter frente a diferentes aminodci

dos y alcoholes han sido expuestos en la tabla 3.4 de Resultz

dos.

d) Puesto que ambos géneros han podido ser ensayados en
cultivos puros de laboratorio que han permitido determinar las
diferentes etapas de sus ciclos infectivos,el aspecto mds im-
portante a resaltar en esta comparacidén son las diferentes etz
pas de dichos ciclos remarcando de forma especial sus semejan-
zas y diferencias.

La primera fase que se ha denominado "contacto primario"

entre Daptobacter y Chromatium demuestra,como se sefiala en los

Resultados,que Daptobacter colisiona fisicamente al igual que

Bdellovibrio con la superficie celular de la bacteria atacada.

En ambos casos puede producirse el contacto de uno o nds pard-
sitos con la célula hospedadora. Este proceso ha Sido especial

mente estudiado en Bdellovibrio por Scherff et 2l.,(1966).

Esta fase durante sus primeros estadios  tiene un caracter

reversible pudiendo tanto Bdellovibrio como Daptobacter sepa-

rarse y atacar otra célula.

Nada sabemos hasta el momento acerca del mecanismo por
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el cual Daptobacter interacciora con la célula, pero de Bdell

vibrio existen diferentes teorias sobre si dicho proceso se
Produce de forma aleatoria, o por un recohocimiento <uimico
(quimiotaxis).

Alarros investigadores como Straley & Conti (1974) encon-

traron quimiotaxis positiva de Bdellovibrio hacia algirnos ex-

tractos de levadvras, aminodcidos (La Marre et al., 1°77) y
vna gran variedad de otros comporentes (Straley et al., 1979).

Otros experimentos han resultado contrarios, demostrando ;ve

en suspensiones de Bdellovibrio junto con Escherichia coli o

Pseudomonas fluorescens,no se produce respuesta juimiotéctica

Debido a estas observaciores finalmente se ha supuesto jue

Bdellovibrio no localiza la célula mediante juimiotaxis (Stra-

ley & Conti, 1974).
e) Los estudios realizados no han permitido esclarecer

alin la naturaleza del atajue en Bdellovibrio, mientras gue en

Daptébéctéf no ha sido todavia analizado. En el primero parecec

ser que no existen lugares especificos de recepcidn o substan-
cias receptoras como las normalmente encontradas en los bacte-
riéfagos'aunque ha podido comprobarse mediante imégenes de mi-

croscopia electrdédnica gque Bdellovibrio presiona en el centro

de la protuberancia Fformada por la célula hospedadora en el
lugar de reconocimiento con el parasito,hasta romper la pared
bacteriana (Burnham et al.,196¢ ) ( Lacine et al.,1972 ).
Cuando el ataque es irreversible la bacteria hospedadora pier-
de su movilidad y sufre drésticos cambios en su permeabilidad
(Rittenberg & Shilo, 1970).

f) Daptobacter penetra en el interior del espacio cito-

plasmitico de 1a célula hospedadora mediante rotura de la pa-

red y membrana citoplasmltica, mientras que Bdellovibrio se s

/ . . . . . 2 . . R
tia en el interior del espacio periplasmatico del microorgani:
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mo hospedador mediante la formacidén de un poro de entrada a n:
vel de la pared celular de la céluvla invadida. El1 mecanismo d¢

entrada de Bdellovibrio se cree cue puede ser debido a dos me-

canismos:

1) perforacidén mecénica de la pared celular.

2) digestidén enzimltica de la pared celular.
La primera hipdétesis de mecanismo de penetracidén estéd apoyada
por estudios como el realizado por Stolp (1967) Jue consistid
en observaciones cinematogréficas de alta velocidad Jue revelz
ron gque dvrante el ataque el paréasito rota por encima de
100rps/sg alrededor de su eje longitudinal.

Las observaciones efectuadas mediante microscopia de con-

traste de fases, apoyvan un mecanismo similar en Daptobacter

al propuesto para Bdellovibrio, apreciandose en el primero un

movimiento giratorio alrededor de su eie longitudinal, después
de haberse producido el contacto primario. Se desconoce la ve-
locidad de giro,puesto cue no se han podido utilizar los apara
tos necesarios para realizar esta técnica.

Stolp (1973) sugirid en Bdellovibrio un proceso combinado

de ambos mecanismos, en el que el comienzo de la perforacidn
serfa debido a una accidn mecénica mientras que la formacidn
del poro en la pared celular se produciria por la accién de di
versos enzimas (acciég‘enzimética regulada). Esta idea fue cor
firmada por Varan & Shilo, (1968). ;

Este mecanismo enzimdtico probablemente también lo posee

Daptobacter.Los enzimas liticos podrian estar contenidos en

unas estructuras poco electf&densas que se encuentran situadas
en los polos de la bacteria depredadora, cuando estd ern suv for-
ma pardsita.no encontréndose nunca ninguna estructrra similar
cuando se ercvéntra creciendo en cultivo axénico en medio NB.

E1l tiempo rezverido por Daptobacter para penetrar en la

célula hgpedadora,no ha sido exactamente determinado,avncue s
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Puede afirmarse gue el minimo tiempo necesario es superior a
los 5 minutos.

Estudios efectuados en Bdellovibrio por diferentes investiga-

dores han permitido determinar el tiempo de penetracidn en las
células gue parasita ,siendo este de 5 a 20 minutos (Stolp,1967

g) Una vez realizada la penetraciédn Daptobacter se divi-

de en el interior del espacio citoplasmético (veanse las Ffigu-
ras 3.19 v 3.20). La divisidn del parésito es binaria, produ-
ciéndose un méximo de dos células.

Por el contrario Bdellovibrio se sitfia en el interior de la cé

lula hospedadora, en su espacio periplasmatico (Burger et al.,
1968) (Seidler & Starr, 1969) y se elonga polar y unidireccio-
nalmente adoptando una forma espiral (tanto en su forma parési
ta como cuando crece en cultivos axénicos) (Patinkin,1975).
Por otra parte Kessel & Shilo (1976) demostraron la exis-
tencia de una correlacidén entre el area de la célula hospedado

ra y la longitud de Bdellovibrio en crecimiento. E1 filamento

una vez madurado se segmenta de forma asimétrica a nivel de 1la
membrana plasmética (Burnham et al., 1970) en unidades con for
ma de vibrio presumiblemente por constriccidn.

Los aspectos genéticos del proceso de divisidn celular de

Bdellovibrio fueron estudiados por Eksztejn &FVaron,(1977).

h) Finalmente se produce en ambosS procescs una desorgani

zacidén progresiva y disolucidén de la célula hospedadora que

permite la liberacidn de la descendercia. En Daptobacter el ni

mero de células hijas liberadas es de dos, mientras gue en Bde

llovibrio este nfmero es variable (Scherff et al., 1966).
En la figura 4.1 se presenta un modelo del ciclo infectivo de

Daptobacter.




Fig. 4.1

Modelo del ciclo infectivo de Daptobacter.

A, células de Daptobacter rodeando células de Chro-

matium; B, Daptobacter penetrando en el interior del

citoplasma de Chromatium; C, aparicién de zonas 1li-

ticas alrededor de las células depredadoras en fase

de divisidn; D, lisis de Chromatium y liberacidn de

la descendencia.
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Discusidn sobre el papel ecoldgico cue representan 1o0s

microorganismos depredadores en ambientes naturales

Los estudios efectuados en Bdellovibrio sobre la inciden-

cia de este microorganismo en hébitats naturales asi como el

papel selectivo gque puede ejercer sobre poblaciones naturales,
ha sido estudiado por diferentes autores (Torrella, 1976)(To-
rrella et al., 1978) (Varon & Shilo, 1980). En todas las refe-
rencias bibliogré&ficas pueden extraerse las mismas conclusio-
nes, la incidencia de esta bacteria depredadora en habitats nz

turales es muy baia, usuvalmente no superior a las 200 cel./ml.

Tan solo los cultivos de enriquecimiento y el posterior
aislamiento de estas cepas en cultivos axénicos de laboratori
han permitido la extensa informacidén de cue actualmente se di:

pone, sobre el comportamiento y actividad de Bdellovibrio.

E1l hecho de que masas de agua tan especiales como la lagu-
na de €isd o dei 1agd-Grande de Estanya (anteriormente descri-
tos) reunan las condiciones necesarias para el crecimiento de
densas masas poblacionales de bacterias fototrdficas, ha per-
mitido el descubrimiento de nuevos microorganismos depredado-
res, que registran en la naturaleza ntmeros elevados (superior
a las 10° cel./ml)

Vampirococcus fue la primera bacteria depredadora observa-

da, se trataba de un microorganismo ectoparésito gue causaba

1isis en los sedimentos celulares de Chromatium.

Los primeros ensayos de laboratorio demostraron Lve se tr
taba de un microorganismo probablemente oportunista ya que el
maximo ramero de calvas 1iticas aparecian en las muestras yue
se mantenian ern ausencia de luz durante uvn tiempo prolongado.

Las células hospedadoras en este caso mostrabarm um aspecto fi
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Siolbégico alterado y eran mds vulnerables al ataj,ue del paré-
sito (Esteve et al., 1983).

La hipétesis de laboratorio yuedd confirmada con 1los recuen-—
tos efectuados en el lago Grande de Estanya expuestos en la
tabla 3.5 en la que puede apreciarse un incremento notable en

el nimero de célulad de Chromatium infectadas dependiendo de

la profundidad.
Por debajio de la capa bacteriana (12-12.5m) el tanto por cien
to de 1luz incidente decrece debido al propio sombreado biold-

gico, ello comporta ,uve las céltlas de Chromatium ‘ue crecen

por debaio de este nivel se encuentran en condiciones limitan-
tes de 1luz y obteniendo energia por crecimiento enddgeno (Van
Gemerden, 1968). Paralelamente el ntmero de células parésitas
incrementa en estas condiciones alcanzando un maximo a 15m de
profundidad con un 93% de células infectadas.

Los valores aproximados sobre la incidencia de microorga-
nismos parésitos dan un nimero superior a 105ce1./m1, 10 yue
supone un papel importante de estos microorganismos en la na-

turaleza.

En el caso de Daptobacter los escasos recuentos efectuado:

no permiten extraer conclusiones tan claras, aunjue por 1o0s e:
perimentos efectuvados en el laboratorio parece ser evidente
JUue en este caso no se trata de un microorganismo oportunista.
va jue los recuentos viables en doble capa de agar, de mues-—
tras de agua de la laguna de Cisé dieron el méximo de calvas

liticas en las capas de agua donde Chromatium registraba tam-

bién su méximo ntmero de células, y disminuia en profundidad.
Como trabajo posterior a esta memoria seria conveniente un es
tudio continuado de la incidencia del parésito a lo largo de

su ciclo anuval y a diferentes profundidades.
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Tal vez la baia incidencia de Bdellovibrio con respecto a

Varpirococcus o Daptobacter se deba al hecho en estos 0ltimos,

deencontrarse en capas de agua en_las ,ue las posibles células
hospedadoras alcanzan nimeros similares a los obtenidos en cul
tivos axénicos de laboratorio mientras,que las especies sSuscer

tibles de infeccibn por Bdellovibrio tienen una incidencia mu:

inferior en h&bitats naturales (Torrella et al., 1978).

Aspectos evolutivos del parasitismo

Los resultados que se tienen hoy en dia de estudios real:
zados en distintos campos de la ciencia, sugieren que debido ¢
la compleia organizacidén de las células eucarionte, esta apar:

cid posteriormente a la procarionte.

Para explicar como se produio el paso entre los dos tipos
de organizacién celular en los seres vivos, hay dos teorias:
Una es la llamada teoria autdgena propuesta por 1los irvestiga-
dores canadienses Taylor (1976) y Dodson (1979) gque estipula
la aparicién de la célula eucariota por la formacidn progresi-

va en el seno del citoplasma de compartimentos especializados.

La otra teoria denominada endosimbidéntica pretende expli-
car el origen de la célula eucariota como un fendémeno dado por
la integracién de comunidades microbianes coevolucionadas (Max

gulis, 1981). Esta teoria puede tener en Daptobacter una fuen-

te de estudio interesante. La teoria endosimbidntica se basa
en las observaciones de Jue tanto las mitocondrias como 1losS
plastos tienen a groso modo unas dimensiones parecidas a las
de bacterias (John, 1975) (Lewin & Whithers, 1975).

Ademés estos orgénulos contienen DNA, RNA mensaiero. ribosoma

v RNA transferente por lo jue pueden multiplicarse independie
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temente del nlcleo y sintetizar al menos algvnas de sus prote

nas bajio el control de sus propios genes.

También se supone que después de revertir el paréasito a
simbionte existid una transferencia de genes del DNA de 1los
antecesores de los plastos y mitocondrias al DNA de la bacte-

ria hospedadora (Jean, 1972).

El principal problema para la aceptacidén de esta teoria
radica en el hecho de que entre microorganismos procariotas nc
se conocen fendmenos de fagocitosis ni pinocitosis, mecanismos
indispensables para explicar la localizacidn interna de estos
microorganismos.

Como solucidn alternativa a esta laguna del saber cientifico

v baséndose en el poder de penetracidén de Bdellovibrio (1ocay

zado en el espacio periplasmético de forma anadloga a la de urn

mitocondria) v de la situvacidn citoplasméatica de Daptobacter

(and1loga a undulipodia)se podria establecer una comparacidn
entre estas dos formas especiales de parasitismo y el origen

de 1a célula eucariota por simbiosis.
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5. CONCLUSIONES

Las principales conclusiones extraidas a lo largo del pre¢

sente trabajo sor las siguientes:

5.1 Daptobacter es una nueva bacteria depredadora de ctras

bacterias capaz de (a) producir calvas liticas sobre 10s
sedimentos celulares obtenidos esporténeamente de diferer
tes especies de Chromatiaceae,(b) de crecerfacuvitativamey
te er presencia y ausencia de oxigeno ¥y (c) de infectar &
la célula hospedadora invadiendo el espacio citoplasma-

tico y destruyendc su contenido.

5.2 E1 recuento inicial de baptobacter a partir de muestras

de agua del lago Grande de Estanya did titule insuficien-
te para su caracterizacidrn al miéroscopio electrénice.

E1l principal objietivo para su estudio morfoldgico y ulti:
_estructural na sido el enrigquecimientc del depredador,lo
sue se logra por pases sucesivos de filtros que conteniar
calvas liticas (técnica de la doble capa de agar ) sobre

cultivos axénicos de Chromatium minus.

5.3 Las primeras ohservaciones del efecto del depredador So-—-

bre Chromatium se efectuaron mediante la tecnica de micro
cultivo.Los mejiores resultados se obtuviero cen microcul-
tivos practicados como pejuefios pozos €n placas de agar

duro.en las ue se inocularon simultaneamente células de

Daptobacter y Chromatium,siendo posteriormente sellados.

5.4 Para la caracterizacidrn ultraestructural,el problema pre
sentado por la dificil obtencidén mediante centrifugacidr
de sedimentos bacterianos para el proceso de la inciusié
se soluciond mediante una variacién de la técnica,consis

tente en corncentrar en un mismo punto un nirero aito de
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células (extraidas de filtros) en agar fundido.

Darptobacter es una bacteria bacilar recta,Gram—-negativa,

de 0.5 pm de anchura y de 1.5 pm de longitud desprovista
de capsula v con un flagelo polar.El citoplasma presenta
inclusiones de glucdgeno y unas especiales estructuras pc
lares poco densas a los electrones de naturaleza desccno-

cida.

Daptobacter es un microorganismo anaerdbico facultativo,

oxidasa positivo y catalasa positivo,capaz de uvtilizar
los nitratos,y 1los citratos como vnica fuente de carbono,
y que también presenta ura Importante actividad proteoli-

tica.

Daptobacter es capaz de realizar un metabolismo fermenta-

tivo sobre un amplio espectro de azlicares,alguno de ellos
con ura fuerte produccidén de gas.Asi mismo puede utilizar

diferentes aminoacidos y algunos alcoholes.

Daptobacter es una bacteria capaz de crecer en medio rico

de forma independiente.lLas colonias ,ue presenta en medio
NB son redondeadas con una pigmentacidn amarillenta cen-
tral y borde translucido.Las células individuales poseen
uno o varios flagelos polares y Ia ultraestructura celu-
lar difiere de 1as formas coriginarias de los habitats na-
turales, en la ausencia de las estructuras polares jue a-

juellos presentan.

Daptobacter posee un movimiento rectilineo que le permite

colisiconar ffsicamerte con la célula presa,iniciando a
continuvacidn un movimiento rotatorio alrededor de su eje
longitudinaljesta fase del ciclo es reversible.Cada célu-

la presa puede ser atacada por més de una célula (normal-
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merte entre 1 vy 5 ) a la vesz.

Una vez fijado el depredador sobre la pared celular de

Chromatium, se produce la rotura de la pared y membrana

citoplasmética de la célula atacada,produciendose’ la in-

cipiente penetracidn de Daptobacter en el citoplasma de

la bacteria presa.

La etapa firal . del ciclo infectivo supore la degradacid
completa de la bacteria y la liberacién de la descenden-—

cia de baptobacter.En esta fase es posible observar célu-

las depredadoras gue muestran envueltas celulares proce-
dentes de la pared celular de la célula presa después de
su dearadacidén,y yue no deben considerarse propias de Dar

tobacter.

Los recuerntos de células viables (en doble capa de agar)
de muestras de agua procedentes de la laguna de Cisé dig
ron el maxirmo ntmero de calvas 1liticas en la capa de aguc

donde. Chromatium registraba su maxima densidad celular

(1x103 células de Daptobacter/ml ) a 2 m de profundidad,

siendo la concentracién de Chromativm en esta capa de
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