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1. Objetivo del proyecto

Los biofilms ¢ biopeliculas bacterianos son comunidades de
bacterias intercomunicadas, que crecen embebidas en una
matriz de exopolisacaridos adheridos a una superficie inerte 6 a
un tejido vivo. El crecimiento en biofilm estd directamente
relacionado con las condiciones del ambiente._

El estudio de la adherencia de los microorganismos a las
distintas superficies, tanto biéticas como abidticas, es central ya
que ésta condiciona la formacién de biofilm, con sus conse-
cuencias en el area industrial (contaminacion de un sistema por
la actividad microbiana del biofilm) y del medio ambiente
(biofertilizacion, biorremediacion y tratamiento de efluentes)

Como objetivo general del trabajo buscamos correlacionar la

capacidad de formar biofilms en bacterias del suelo, con su
aptitud en el medio ambiente.
En el presente trabajo estudiamos como primera aproximacion,
la capacidad formadora de biofilms de cepas de referencia sobre
una superficie abidtica (poliestireno), variando distintas
condiciones de cultivo in vitro, para luego abordar el estudio de
aislamientos autdéctonos de bacterias provenientes de suelos
sometidos a distintas practicas agricolas de nuestro pais.

2. Descripcion del proyecto

De especial interés agricola resulta el estudio de biofilms de rizobios
simbiontes de plantas leguminosas, por su capacidad fijadora de
Nitrégeno atmosférico, asi como de otras rizobacterias promotoras
del crecimiento vegetal (PGPR) de los géneros Pseudomonas y
Burkholderia. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 1.

Metodologia

Se cuantificé la formacién de biofilm mediante ensayo en
microplacas de poliestireno y tincién con Cristal Violeta. Dicho
ensayo se realiz6 variando distintas condiciones: medio de cultivo
(ricos como LB- TY y diferentes medios minimos), cultivo estatico 6
en agitacion, densidad de la poblacion inicial, tiempo de incubacion.
Las bacterias fueron cultivadas a 28° C y 200 rpm, cuando
correspondié agitacion, partiendo de distintas densidades
poblacionales: 0.001, 0.01, 0.1 (DO600nm.). Los tiempos de
incubacion variaron de acuerdo al tipo de microorganismo (de
crecimiento lento 6 rapido)

Ver figuras 1 a 3 para el ejemplo de B.japonicum USDA 110 en
cultivo estatico.
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Figura 1: Poblacién inicial 0,001 OD

Figura 2: Poblacién inicial 0,01 OD

VARIABLES DE CULTIVO

Figura 3: Poblacién inicial 0,1 OD

MICROORGANISMO

Bradyrhizobium japonicum USDA 138
Bradyrhizobium japonicum USDA 110
Bradyrhizobium japonicum SEMIA5080
Bradyrhizobium japonicum SEMIA5079
Mesorhizobium loti Ayac 1Bl
Mesorhizobium loti MAFF 303099
Rhizobium leguminosarum A34
Rhizobium leguminosarum 3841
Sinorhizobium meliloti Rm 1021
Sinorhizobium meliloti Rm 2011
Pseudomonas fluorescens P1
Pseudomonas fluorescens P2

Burkholderia vietnamensis (BCC) GV
Burkholderia Cepacia Genomovar |

Tabla 1

BIOFILM
MEDIO AGITACION ESTATICO ODi (600nm) TIEMPO (OD 595nm)

Y manitol 0,2% Sl NO 0,001 7 dias 0,5

Y manitol 0,2% NO SI 0,1 7 dias 1,1

Y manitol 0,2% sl NO 0,1 6 dias 1,5

Y manitol 0,2% Sl NO 0,1 7 dias 1,8

AB sacarosa 0,5% Sl NO 0,1 3 dias 0,4
Y manitol 0,2% sl NO 0,001 4 dias 0,55

Y manitol 0,2% Sl NO 0,01 3 dias 0,6

Y sacarosa 0,5% Sl NO 0,1 4 dias 0,4

TY sl NO 0,1 2,3,y 4 dias 2,5

TY ] NO 0,1 2 dias 2,4

M&63 glucosa 0,2% CAA 0,5% Sl NO 0,01 26 hs 8
M63 glucosa 0,2% CAA 0,5% NO SI 0,1 45 hs 0.8
M63 glucosa 0,2% CAA 0,5% S NO 0,001 1dia 08
M63 glucosa 0,2% CAA 0,5% NO SI 0,1 1dia 08

3. Logros del proyecto

En términos generales, podemos decir que la capacidad
formadora de biofilms varia considerablemente con:

1-la cepa, especie y género de rizobio ensayado

2-las condiciones de cultivo.

La agitaciéon mecanica induciria una mayor capacidad de unién a
la superficie (poliestireno), situacién bastante generalizada dentro
de los organismos estudiados. Se observé ademas que los
medios de cultivo minimos favorecen la formacion de biofilm.

En todos los casos estudiados encontramos alguna condicién en

la cual las bacterias formaron biofilm en mayor 6 menor medida
(biofilm como propiedad universal)

Los resultados obtenidos fueron utilizados en el posterior analisis de
aislamientos de bacterias del suelo provenientes de distintos
ambientes de nuestro pais.

*El presente trabajo se enmarca en un proyecto de tesis doctoral centrado
en el estudio de biofilms bacterianos.

*Cabe destacarse la colaboracion permanente de los Centros de
Agroalimentos y de Biotecnologia Industrial, en especial del Laboratorio de
Microbiologia de alimentos a través de instalaciones, equipamiento y
asistencia en general




