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Introduccion

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

En el hombre los biofilms se asocian con un gran
numero de procesos infecciosos que por lo general
son de transcurso cronico y persistente, lo que
hace dificil su erradicacion.

En el area industrial y del medio ambiente el papel
de los biofilms se centra en el biofouling
(contaminacion de un sistema producido por la
actividad  microbiana del biofim) y la
biorremediacion, ésta ultima utiliza los biofilms
para mejorar las condiciones de un sistema
contaminado.

Nuestro objetivo general apunta a determinar en
que medida la formacion de los biofilms por
bacterias del suelo afecta la biologia del suelo y
consecuentemente la aptitud del mismo para la
agricultura. De especial interés agricola resulta la
formacion de biofilms de Rizobios, simbiontes de
leguminosas, por su capacidad fijadora de
Nitrégeno atmosférico.

Como primera aproximacion se esta estudiando
la capacidad formadora de biofilms de cepas de
referencia sobre una superficie abidtica,
variando distintas condiciones de cultivo, para
luego comparar con cepas aisladas de suelos
provenientes de dos zonas: una con rotacion de
cultivos y otra sin rotacién. Este trabajo se
realiza en el marco del Proyecto de Area
Estratégica (PAE) plurianual : BIOLOGIA DEL
SUELO Y PRODUCCION AGRARIA SUSTENTABLE
("Conocimiento y uso sustentable de Ilos
recursos naturales renovables y proteccion del
medio ambiente. Competitividad y diversificacion
sustentable de la produccién agropecuaria /
Biotecnologia/ Agroindustrias y agroalimentos”)

Metodologia / Descripcion Experimental

Dado que el proyecto se encuentra en
ejecucion, la metodologia que se emplea
corresponde a la utilizada en una primera
etapa.

Estudio de la capacidad formadora de biofilms
de especies bacterianas de referencia sobre una
superficie abidtica:

Cuando una suspension de bacterias en un
medio adecuado se incuba en el pocillo de una
placa multiwell, algunas bacterias se adheriran
a la superficie abidtica formando un biofilm
mientras que otras permaneceran suspendidas
(planctonicas). El cristal violeta tifie tanto los
microorganismos en biofilm como los
plancténicos, pero luego de sucesivos lavados
permanecen adheridos solo los que crecieron
en biofilm. Asi, la intensidad del colorante se
correlaciona con la cantidad de biofilm
formado.

Actualmente se esta cuantificando la formacion
de biofilm mediante tincidon con Cristal Violeta
en placa multiwell!*! (poliestireno).

Las cepas en estudio son:

—Rhizobium leguminosarum A34 (simbionte de
arveja)

—Rhizobium leguminosarum 3841 (simbionte
de arveja)

—Mesorhizobium loti Ayac 1BII (simbionte de
Lotus spp.)

—Sinorhizobium meliloti Rm1021 (simbionte de
alfalfa)

—Sinorhizobium meliloti Rm2011 (simbionte de
alfalfa)

Ensayo en microplacas para la formacion de
biofilms:
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—Se cultiva un pre-indculo de la cepa de interés
hasta llegar a fase de crecimiento estacionario
(ODgpo>1 -OD: densidad éptica, como medida
de densidad celular-), en agitacion a 28°C.

—Se hacen diluciones de los cultivos de
acuerdo a la OD requerida y se inocula la
microplaca con 200 ul por well. Cada dilucién
de los cultivos se siembra en un total de ocho
réplicas. Se incluyen ocho réplicas de blancos
de los medios de cultivo utilizados.
—Conservando la esterilidad se lee OD a
tiempo cero en el lector de placas a 595
nm.

—Se incuba la microplaca a 28°C con y sin
agitacién (240 rpm), por 24 — 48 hs.

—Se homogeneiza y se mide ODsgs.

—Se aspira el medio de cultivo suavemente para
evitar levantar el biofilm con pipeta automatica.
— Se lava cada pocillo con 250 ul de NaCl 0.9
%. En este paso se eliminan las bacterias
planctonicas y restos de medio de cultivo.

—Se agrega a cada pocillo 250 ul de Cristal
Violeta 0.1 % vy la placa se incuba durante 15
minutos a temperatura ambiente protegido de la
luz.

—Se aspira el exceso de colorante.

—Cada pocillo se lava con 250 ul de NaCl 0.9%
3 veces. Con estos lavados se elimina el exceso
de colorante y se espera que permanezca el
colorante unido a las bacterias ancladas en el
biofilm. Se deja secar unos minutos.

—El colorante que penetré en las bacterias
adheridas se extrae agregando 250 ul de EtOH
95% por pocillo.

—El colorante solubilizado en cada pocillo se
pasa a una placa multiwell nueva para medir
absorbancia a 595 nm.

—La intensidad de color medida se correlaciona
asi con la cantidad de biofilm presente en cada
well.

Dicho ensayo se realiza variando ciertas
condiciones:

—medios de cultivo (rico-TY- y minimo-Y-)
—cultivo estatico 6 en agitacion

—densidad de la poblacion inicial

—tiempo de incubacion

Medios de cultivo:

—TY: Bacto-triptona 5g, Bacto-extracto de
levadura 3g, CaCl, 1.3 g, (agar 15 g)

—Medio Minimo Y:

stocks de sales: MgSQ0,.7H,0 10g cada 100 ml,
CaCl,.5H,0 22g cada 100 ml, K;HPO, 22g cada
100 ml, FeCls; 2g preparado en 0.1 M de HCI cada
100 ml.

Medio sales: 1 ml de cada stock de sales en 1 litro
de agua milliQ. Llevar a pH 6.8

En el momento de usar se agregan los siguientes
suplementos: Glutamato de Sodio 4.4 % (p/v)
5ml/200 ml de medio Y, Manitol 10% (p/v) 4
ml/200 ml de medio Y, Vitaminas 1 ml/200 ml de
medio Y (preparadas en 50 mM Buffer fosfato pH
7: biotina 0.1 g/l, tiamina 0.1 g/I,D/L A&cido
pantoténico 0.1 g/l )

Mantenimiento de las cepas:

Para el mantenimiento de los microorganismos se
hace una resiembra periddica cada tres semanas
en placas de medio TY-agar.

Resultados

Se presentan los avances del proyecto que esta
en ejecucion.

Se ensayaron las <cepas de Rhizobium
leguminosarum A34 y Rhizobium
leguminosarum 3841. Las condiciones de
ensayo fueron: medio de cultivo Minimo Y, con
agitacion a 240 rpm, durante 24 hs. de
incubacion a 28°C. Las OD iniciales (600 nm)
fueron, para R. leguminosarum A34: 0.29, 0.06
y 0.02 y para R. leguminosarum 384: 0.19,
0.07 y 0.03. Los resultados se muestran en la

(fig. 1).
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Fig. 1: Cuantificacion del biofilm formado por R.
leguminosarum A34 y R. leguminosarum 3841 a
distintas densidades de poblacién iniciales por tincion
con cristal violeta. Cada valor de absorvancia es el
promedio de ocho mediciones.
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Se observd que en los cultivos de R.
leguminosarum 3841 en fase estacionaria, se
formo un anillo de crecimiento en biofilm en la
interfase liquido — aire sobre la superficie de los
tubos de vidrio, asi como también en los wells
de la placa cultivada con esta cepa.

Por otro lado se ensayaron las cepas de
Sinorhizobium meliloti Rm1021, Sinorhizobium
meliloti Rm2011 y Mesorhizobium Ioti Ayac
1BII. Las condiciones de los ensayos fueron:
medio de cultivo rico TY, con agitacion a 240
rpm y sin agitacion, durante 24 hs. de
incubacion a 28°C. Las OD iniciales (600 nm)
fueron, para S. meliloti Rm1021: 0.6 y 0.3,
para S. meliloti Rm2011: 0.5 y 0.3 y para M.
loti Ayac 1BII: 0.5 y 0.3. Los resultados se
muestran en la (fig.2).

Por otro lado, entre los Sinorhizobium en
estudio, S. meliloti Rm2011 formaria una masa
mayor de biofilm que S. meliloti Rm1021, en
condiciones de cultivo con agitaciéon. La
agitacion mecanica induciria, de alguna
manera, una mayor capacidad de unirse a la
superficie (poliestireno) o favoreceria el
crecimiento en biofilm de Sinorhizobium, bajo
las condiciones ensayadas.

Sin embargo, M. loti Ayac 1BII, pareceria
formar escaso biofilm tanto en agitacion como
en cultivos estaticos.

Estas observaciones indican que la capacidad
formadora de biofilms varia considerablemente
con i) la cepa y especie de rizobio ensayada y
ii) las condiciones de cultivo.
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Fig. 2: Cuantificaciéon del biofilm formado por S. meliloti
Rm1021, S. meliloti Rm 2011 y M. loti Ayac 1 BII a distintas
densidades de poblaciones iniciales por tincién con cristal
violeta. Cada valor de Absorvancia es el promedio de ocho
mediciones.

Conclusiones

La medida de la formacion de biofilm por cada
una de las cepas de referencia de rizobios
ensayadas fue caracteristica y reproducible. De
los primeros resultados y observaciones
obtenidos durante el desarrollo de los ensayos
podemos decir que: de las dos cepas
emparentadas de Rhizobium, R. leguminosarum
3841 tiene mayor capacidad de formar biofilm
que R. leguminosarum A34 bajo las condiciones
ensayadas.

Para tener un conocimiento mas acabado de la
capacidad formadora de biofilms de Ilos
microorganismos en estudio, deberan realizarse
otros ensayos modificando las distintas
condiciones en cultivo. Nos proponemos
correlacionar la capacidad formadora de biofims
de aislamientos autdctonos de rizobios (y otras
rizobacterias), de los suelos en estudio con su
infectividad y supervivencia en el suelo.
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