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ABSTRACT

LOGISTIC GROWTH OF CHLOROBIUM PHAEOVIBRIOIDES IN LABORATORY CULTURES:
GROWTH PARAMETERS AND ULTRASTRUCTURE.

Logistic growth of Chlorobiurn phacovibrioides. isolated from the chemocline o thelagoon of Cullera(Valencia Spain)
hab been studied in batch laboratory cultures. In spite of the facr that there are not conspicous differences in the general
patrern o growth between rhe differenr cultures studied, a higher crop is apparent in the cultures when acetate is added.

Among the parameters studied, cell numbers and sulfate, bacterio chlorophyll eand protein concentrarions resulted the
most suitable for growth estirnations. So, these parameters showed the optimal fitting to the logistic growth equation.
Furthermore they showed significative interrelationships between them. An special behaviour hasbeen observed in the
initial phase dof the culture. Morphological and ultrastructural studiesdf the organisms in that phase made apparent their
peculiar morphs, which were bigger in size and more elongated and spiralized than the normal type.

INTRODUCCION

Las especies del grupo marrén de la f.
Chlorobiaceae, a la que pertenece Chlorobium
phaeovibrioides, han sido sefialadas como especies
predominantes en la formaciéon de "plates” de
bacterias fotosintéticas (Pfennig, 1966, en lagos
meromicticos noruegos; Triper & Genovese, 1968 en
el lago FarodeSicilia; Bergstein et. al.,1979, enel lago
monomictico Kinneret, en Israel). En Espafia se han
descrito "plates” de dichas bacterias en lagunas
litorales como el estany de Cullera, en Valencia,
(Montesinos, 1981) y la Massona, en Gerona,
(Guerrero & Montesinos, 1983) entre otras.

Su pigmento marrén, el isorenierateno, les permite
absorber longitudes de onda entre 480 y 550 nm., lo
que les dota de capacidad para vivir a profundidades
mayores que las formas verdes de este mismo género
(Truper & Genovese, 1968), o desarrollarse con laluz
filtrada por la masa de fitoplacton de las capas
superiores. Otras caracteristicas de las especies de
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Chlorobium como su resistencia a concentraciones
altas de sulfuro, hasta 8 mM (Pfennig, 1975), y su
mayor afinidad hacia este compuesto respecto a las
Chromatiaceae (Van Gemerden &Beeftink, 1981)
representan distintos aspectos estratégicos en su
competencia con esta familia.

Las dificultades que presentan las especies de
Chlorobium para su cultivo tienen la causa en su
metabolismo poco flexible, cuyas principales
caracteristicas son: 1. Son especies anaerobias
estrictas que dependen de compuestos reducidos de
azufre como fuentede poder reductor y delaluzcomo
fuente de energia, 2. Su imposibilidad de crecer como
quimiotrofos a partir de sustanciasorganicas sencillas
(Pfennig, 1978) y 3. Su dependencia del CO, como
fuente obligada de carbono (Sojka, 1978).

Se presentan aqui resultados sobre el
comportamiento de distintos parametros de
crecimiento a lo largo del desarrollo de un
cultivo discontinuo de C. phaeovibrioides, atendien-
do principalmente a su ajuste a la ecuacion logistica



de crecimiento en orden a entrever € comporta-
miento general del cultivo.

MATERIAL Y METODOS

Microorganismos: Se ha cultivado una cepa de
Chlorobium phaeovibrioides aislada a partir de
muestras de agua procedentes de la quemoclina del
estany de Cullera (Valencia).

Medio y condiciones del cultivo: Se ha empleado
basicamente el medio descrito por Pfennig (1965),
con algunas modificaciones sugeridas por Van
Gemerden (comunicacién personal) y cuya
composicion final es: NH, Cl 300 mg/l, KH PO,.
3 H,0 100 mg/l, MgCl,. 6 H,0 200 mg/l, CaCl,.
2H,0 200 mg/1, KCl1 100 mg/1, Vit. B,, 20 ng/1, solu-
cion de elementostrazal0ml/1,Na,CO, 2 g/1,Na,S.9
H,0 480 mg/I. El pH seajustéa 7y el acetato se afa-
di6 opcionalmente, segun el tipo de experimento,a
una concentracion de 3 mM. Este medio se suplenté
con NaCl (20 g/1) por tratarse de una cepa salina.

Los cultivos se incubaban en una cimara
acondicionada a 262 y con una intensidad luminicade
50 mE/m?. s, empleandose luces fluorescentes incan-
descentes (Sylvania F20 T12 1F).

Recuento de bacterias y morfologia éptica: Para
ambos fines se utilizd la técnica de microscopia de
contraste de fases.

Medida de pigmentos: Los pigméntos se extraian
con acetona a 909 . La cantidad de bacterioclorofila e
se determind  espectrofométricamente  (Yentsch,
1967; Gloe et.al., 1975).

Andhsis quimicos: El sulfuro se midid por el
método del azul de metileno (Golterman er. al.,
1978). El sulfato se determind mediante nefelometria
precipitandolo con cloruro de bario (Rodier, 1976).
Las proteinas se midieron por el método de Lowry
después de laextraccion alcohdlicade los pigmentosy
del azufre elemental y la posterior solubilizacién en
NaOH IN del precipitado de proreinas (Herbert ¢z.
al., 1971).

Ultraescructura: Las muestras se  fijaron  con
glutaraldehido 5% durante dos horasy retroxido de
osrnio 1% durante una noche en nevera. Una vez
tratadas con acetato de uranilo y deshidratadas en
sucesivos pusos con ctanol, Se incluyeron en epoxi
resinas (Flukua) Los corres ultratinos se tifieron con
citrato de plomo.

Tratamiento matematico de los resultados: Los

datos de los parérnetros de crecimiento se ajustaron a
una ecuacion logistica, cuya formulaesN=K/ (1+e <t )
donde K,r y ¢ son constantes siendo K la asintota
superior, r la velocidad especifica de crecimientoy ¢
una constante relacionada con el nimero inicial de
individuos (Williamson, 1972). Tanto los datos como
la funcién fueron transformados |ogaritmicamente.
El ajuste se realizd mediante regresion minimo
cuadrética, empleando el paquete estadistico
BMDP(1981) de la Universidad de California,
disponible en el centro de cilculo de la Universidad
Politécnicade Valencia. Los valores correspondientes
a la fase "lag” de la curva de crecimiento no se
consideraron para €l gjuste

RESULTADOS

En las figuras 1 (A,B y C) pueden seguirse el de-
sarrollo de los diversos parametros de crecimiento
en un cultivo discontinuo de C. phaeovibrioides con
CO, como unica fuente de carbono. EI
comportamiento de ladensidad optica ( Abs. 830 nm)
se ve influido en este caso tanto por las células en
suspension como por la presencia de granulos de
azufre elemental, de tamafio semejante a de las
células, producidos a partir de laoxidaciondel sulfuro.
Alcanza su maximo hacia las 15 horas, coincidiendo
con el agotamiento del sulfuro,descendiendo a partir
de este momento debido a la oxidacion del azufre
coloidal formado, asi como a la agregacion de los
MISMmos.

L.a evolucion de la concentracion desulfuro durante
las primeras fases del cultivo pone de manifiesto que
la oxidacién del sulfuro presente comienza
inmediatamente, agotandose aun antes de que el
numero de células inicie un aumento ostensible. Por el
contrario, tanto laconcentracion de bacterioclorofila e
como la de proreina aumenta desde el inicio del
cultivo. Por su parte, la concentracion de sulfato no
aumenta hasta el agotamientodel sulfuroen el medio,
iniciando entonces un aumento exponencial como
consecuencia de la activa oxidacion del azufre
extracelular.

Estas primeras fasesdel cultivo se caracterizan por
la presencia de células grandes y también por la
presencia de formas espirales y formas alargadas y
retorcidas, como se observa tanto en preparacion en
fresco como en los cortes ultrafinos, Fig. 2 (Ay B).
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Figura 1 - Evolucion de diversos parametros de creamiento en el

cultivo discontinuo de C. phacor ibrioides: A. Evolucion de la con-
centracion H,S (+)y de la concentracion desulfato (*); B: Evolu-
cion dela Abs. 830 (4 ) y de (Abs.720- Abs.830) (®) y C: Evolucién
del niamerodecélulasy delaconcentracion de bacterioclorofila e ()
Evolution of different growth parameters in batch culture of C.
phaeovibrioides: A. Variation of sulfide (%) and sulfate (®); B.
Variation of Abs.830 (%) and Abs.720 - Abs.830 (®); C Variation
of cell numbers (4) and bchlorophyll e concentration ().

Figura 2 - (A Yy B) Ultraestructura de Células de C. phacot ibrivides
tomadas en un cultivode20 horas. (CL: clorosomas; M: mesosomay
PC: pared celular).

Ultraestructure of C. phaeorvibrioides cells from a 20 hours culture
(CL: chlorosomes; M: mesosome and PC: cell wall).
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Figura 3.- Evolucién de la relacién Bchl. e-Proteina alo largo del
crecimiento logistico de C. phaet ibrivides.

Evolution of the ratio between bchlorophyll eand protein contents
during the logistic growth of C phacorihrioide

Figura +  Ultraestructura de las células de € phacoiibrioid.
tomadas de la fase estacionaria de un cultivo en medio mineral
adicionado con acetato (CL: clorosoma; PG: poliglucosa)
Uleraestructure of C. phucotibrioides cells from stationary phase of
a culture growing in a mineral medium with added acetate (CL

clorosomes; PG: polyglucose)

Tabla 1 - Ajuste alaecuacién logistica de los distintos pardmetros
de crecimiento.. The logistic equations fitted to the main growth
parumetcrs.

max. (h-1) Valor max

Ne. Cél. 0.15 4 x 10% cél/ml. F(2.11)=219'4 Sig.
Bchl. e 0.10 35 peg/ml F(2.15)=400'0 Sig.
SULFATO 0.16 197 mg/l  F(2.10)=914 Sig.
Abs. 720-Abs. 810 0.10 0.584 F(2.15)=1396 Sig-
PROTEINA 007 463 mg/l  F(2.10)=24'6 Sig

Tabla 2 - Valores de (Abs 720-Abs. 830) en diversos cultivos de C
phacoribrioides a las 20-horas de cultivo
(Abs. 720-Abs. 830) values in different cultures of C. phycori-

hrioides at 20 hours of growth.

Abs720 - Abs.830  ug Bchl. e /1 Ne¢. Cel./ml
SIN ACCTATO
2mMHS 0232 1042 12 x 10
I mMyy g 0010 729 6.2 x 10
(ON ACETATO
2 mMH.S 0290 1566 1.0 x 108
imMgs 0025 1485 7.2 x 10*

Respecto a la relacién bchl. e /proteina cabe decir
que ésta evoluciona hacia valores mayores a
aumentar la densidad del cultivo (Fig.3).

El ajuste alaecuacion logistica resultd significativo
para los siguientes parametros ensayados: n2 de
células, concentraciones de bchl.e, proteinay sulfato,y
el valor Abs.,,,-Abs.g;,, Situandose en 720 nm el pico
de Ta behle y en 830 nm una medida de la turbidez. El
ajuste permite ademas estimar los valores de la
Amax. ydelacosecha méxima (Tabla 1). Aunsiendo
valido el valor Abs.,,,-Abs.,,, para el seguimiento de
un mismo cultivo, sus valoresen cultivos con distintas
concentraciones iniciales de sulfuro o acetato no son
facilmente equiparables, debido principalmente a la
interferencia provocada por el azufre en suspension
(Tabla?2).

Observaciones semejantes se siguen en cultivos
crecidos en presenciadeacetato como fuenteadicional
de carbono. En esta ocasion los cultivos presentaron
un mayor rendimiento (9.5x 108 cél/mly 4.8 g Behl.
¢/ml). Los cortes ultrafinos muestran células con
numerosas inclusiones opacas a paso de los
electrones de linos 20 nm. de diametro, que presentan
el aspecto caracteristico de losgranul osde poliglucosa
(Fig. 4).



DISCUSION

En el transcurso del cultivo discontinuo de C.
phaeovibrioides se asiste a un continuo cambio de
condiciones fisico-quimicas como son la calidad y
concentracion de nutrientes -especial mente la fuente
de poder reductor y la disponibilidad de luz del
cultivo.

Asi en una primera etapa observamos una rapida
oxidacion del sulfuro aazufre elemental, que enturbia
el cultivo con sus micelas coloidales, mientras queen
una segunda etapa se utiliza este azufre extracelular
como fuente de electrones. Por otra parte la
disponibilidad de luz disminuye como consecuencia
del aumento de la densidad del cultivo.

Estas condiciones cambiantes dan lugar por finaun
cultivo desequilibrado en el que parametros como la
relacion bchl. e/ proteina varian en el transcurso del
cultivo, o en el que la misma morfologia celular aparece
afectada de distinta forma a lo largo del mismo,
presentando grandes formas espirales o alargadas en
las primeras fases para resolverse paul atinamenteen
la misma fase exponencial en células mas pequefias e
individuales.

D e especial interes se ha revelado la utilizacion del
valor Abs,,,-Absg,, cOmo parametro de crecimiento.
Si bien los dos valores Abs.,,, y Abs.4;, Se comportan
por separado ajenos a la ecuacion logistica de
crecimiento, debido a la interferencia provocada por
los granulos de azufre extracelular, su diferencia se
ajusta significativamente a dicha ecuacion. No
obstante manifestamos serias reservas para su
utilizacién ala hora de equiparar valores procedentes
de cultivos con distintas concentraciones de sulfuro o
acetato iniciales, y en general cualquier tipo de
modificacion en las condiciones de cultivo.
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