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Introduccidén

La biopelicula bacteriana estructuralmente esta constituida por masa microbiana, una
matriz mayoritariamente de exopolisacaridos, y en menor cantidad de proteinas, DNA y
productos de lisis bacteriana (Stanley y Lazazerra 2005). Estas biopeliculas intervienen en
la induccion y acumulacion de lipopéptidos, alguno de éstos poseen actividad
antibacteriana y antifiingica. La sintesis de las biopeliculas son gobernadas por factores
fisicos, quimicos, biolégicos y diversos factores ambientales como pH, temperatura,
nutrientes y osmolaridad los cuales influencian la formacién de la misma.

Bacillus subtilis es una bacteria no patégena, Gram positiva, formadora de esporas
catalasa positiva, aerobia estricta en su mayoria, movil, y se encuentra comdnmente en
el suelo. Pertenece al grupo de las llamadas “bacterias promotoras del crecimiento
vegetal” (PGPR, plant growth promoting rhizobacteria), posee la habilidad de colonizar
raices y promover el crecimiento vegetal en forma directa (liberando hormonas u otros
compuestos) o indirectamente como agente de control biolégico. Segun las condiciones
de crecimiento esta bacteria puede crecer en forma de vida “libre” (plancténicas) flotando
en el medio o bien desarrollando biopeliculas.

El objetivo del presente trabajo fue estudiar en Bacillus subtilis subsp. spizizenii las
condiciones de cultivo con diferentes sustratos y temperaturas para desarrollar una matriz
de biopelicula robusta para utilizarla como biofertilizante .

Materiales y métodos:

Para la formacioén de biopelicula Bacillus subtilis subsp. spizizenii (coleccién de cultivos
AGRAL. Facultad de Agronomia) se crecié6 en un medio liquido salino, con diferentes
fuentes carbonadas simples en concentracidon 1% y fuente nitrogenada inorganica, acido
L-glutdmico 55mM y en medios complejos ricos en fuentes nitrogenadas organicas con y
sin el agregado de fuente carbonada (glicerol 1%). Se crecié en condiciones estaticas a
30°C durante 96 horas.

En las biopeliculas se determind el nimero de células viables. Para caracterizar a la
matriz se determind cualitativamente el contenido de carbohidratos (hidrélisis acida con
HCI 6N y TLC) y cuantitativamente segun Dubois et al. 1956.

Inoculacion: las semillas desinfectadas de Lactuca sativa e inoculadas con cultivo liquido
de Bacillus en su forma de vida plancténica (108 UFC mL ™), se mantuvieron en oscuridad
durante 5 dias hasta aparicion de la radicula. En otras se deposité asépticamente una fina
porcién de biopelicula cubriendo parcialmente la raiz.



Se realizaron los siguientes 3 tratamientos: A) Tierra fértil tindalizada sin inocular, B)
Tierra fértil tindalizada con inoculacion de raices con Bacillus en su forma plancténica, C)
Tierra fértil tindalizada con aplicacién de biopelicula proveniente de Bacillus sobre raices.
Los resultados fueron analizados mediante ANOVA vy se usO la prueba de Tukey (p<
0.05) para comparar las medias de los tratamientos.

Resultados:

La cantidad de biopelicula (expresada en mg de biopelicula/ml cultivo) que se obtuvo
utilizando las siguientes fuentes carbonadas: glucosa, galactosa, fructosa, xilosa, hexano,
biodiesel, glicerol y manitol fueron respectivamente 0,94; 0,50; 0,57; 0,16; 0; 0; 1y 1,2. La
cantidad de biopelicula (expresada en mg de biopelicula/ml cultivo) que se obtuvo
utilizando los medios complejos caldo nutritivo, peptona y extracto de levadura fueron
respectivamente: 0,4; 0,37 y 0,6.

La biopelicula obtenida utilizando extracto de levadura en concentraciones 0,1%, 0,5%,
1% y 1,5% fueron respectivamente: 0; 0,10; 0,58 y 2,12 mg biopelicula/ml cultivo. Cuando
se combinaron las concentraciones anteriores de extracto de levadura con glicerol 1% se
obtuvieron: 0; 0; 0,38 y 0,40 mg biopelicula/ml cultivo respectivamente.

Trabajando a las temperaturas de 25°C, 30°C, 37°C y 45°C, las biopeliculas obtenidas
fueron 0,66; 1,04; 1,34 y 0,58 mg biopelicula/ 1 ml cultivo. Sobre cada una de éstas
biopeliculas se desarrollaron respectivamente 7,9 10 ;3,310 7 7,710’ y 1,110 *
unidades formadoras de colonias bacterianas/mg biopelicula. EI 80% del peso seco de
esta matriz esta constituida por exopolisacaridos, con diferentes monémeros.

Se observé un mayor espesor de la matriz cuando B. subtilis fue crecida en el medio
complejo extracto de levadura 1,5%. Sin embargo cuando se utilizé glicerol 1%, si bien la
matriz era mas fina, mostr6 ser mas robusta ante la aplicacion de métodos fisicos de
disgregacion.

Efecto de la inoculacion de Lactuca sativa con Bacillus subtilis subsp. spizizzenii.:

Tratamientos Parte aérea % Control Raiz mg/planta % Control
mg/planta
Tierra fértil tindalizada 143 +21 100 234 100
sin inocular (control)
Tierra fértil tindalizada 271 £ 60 189 21+5 97

inoculado con Bacillus
en su forma plancténica

Tierra fértil tindalizada 340+ 74 237 47 +6 204
con aplicacion de
biopelicula

Tablal. Desarrollo de plantulas de Lactuca sativa de 10 dias inoculadas con Bacillus en
sus estadios plancténico y biopelicula.

Conclusiones:

El medio de cultivo y la concentracién de los sustratos fueron factores que influyeron en
la arquitectura de las biopeliculas formadas. Bacillus subtilis fue capaz de desarrollar en la
interfase aire/ liquido de medios simples y complejos una biopelicula con estructuras
tridimensionales marcadamente diferentes, las diferencias fueron a nivel de entramado,
espesor y robustez.




La estructura exacta de cada biopelicula probablemente sea una caracteristica Unica del
ambiente donde el mismo se desarrolla. Las condiciones fisicas y nutricionales que se
desarrollan tanto en el laboratorio como en condiciones naturales afectan las
caracteristicas de la biopelicula obtenida.

En los inoculantes comerciales, generalmente las bacterias se encuentran en su estado
plancténico, un enfoque innovador para mejorar su efecto promotor del crecimiento
vegetal podria ser el contacto intimo entre planta —bacteria y esto podria lograrse con la
utilizacion de las biopeliculas con la bacteria B.subtilis atrapada en la matriz. En este
trabajo hemos demostrado el efecto benéfico del sistema biopelicula-bacteria con
respecto a los indculos liquidos comerciales.
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