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Introduccién. La produccion de esporas de Bacillus sp. 83
es de gran importancia para el desarrollo y formulacion de
agentes de control biolégico. En cultivos en lote y lote
alimentado de Bacillus sp. 83, se ha observado la aparicién
de agregados celulares (biofilms en suspensién) de los
cuales se cree que puedan activar el proceso de
esporulacién, a causa de limitaciones nutricionales locales
dentro de estas estructuras. Se ha reportado que la
suplementacién del medio de cultivo con aceite de orégano
(AO) y norespermidina (NE) a dosis no letales disminuye la
formacion de biofilm en B. subtilis. [1]. Sin embargo, es de
interés conocer si su efecto es extrapolable a agregados
celulares. El objetivo de este trabajo fue evaluar la
formacion de agregados celulares en funcién de la
suplementacién con agentes disgregantes y bajo diferentes
condiciones de mezclado.

la concentracion minima
sp. 83 para AO y NE.

Metodologia . Se determiné
inhibitoria (CMI) de Bacillus
Posteriormente se cuantific6 la capacidad de formar
biofilms en cultivos estéaticos suplementados con dosis
menores a la CMI (tincibn con cristal violeta (CV)). La
bacteria se cultivd en medio mineral suplementado con AO
y NE en matraces convencionales y, para la evaluacién del
efecto hidrodindmico, se realizaron cultivos de la bacteria
en matraces bafleados a una misma potencia (P/vV=0.5
KW/m3) [2]. En cada ensayo se analiz6 el final de la fase
exponencial (12 h) y la etapa de esporulacion (24 y 32 h).
Se determind la concentracion celular (Camara de
Neubauer), porcentaje de esporulacion (tincion de Sheaffer-
Fulton) y la agregacién celular (andlisis de imagenes).

Resultados . En la Figura 1 se presentan cultivos estaticos
de Bacillus sp. 83 donde se observé una disminucion en la
sintesis de biofilms al suplementarse conNEaly2 mMy
AO a 0.125 y 0.2 g/l. En matraces agitados, el crecimiento
celular no se ve afectado (datos no mostrados). Sin
embargo, al evaluar la formacién de agregados celulares
no se observé un efecto significativo de la suplementacion
en la agregacion celular ni en la esporulacién (Figura 2). No
obstante, en los cultivos en matraces bafleados se presenté
un incremento significativo en la fraccion del numero de
células presentes en agregados de tamafios grandes (40-
100 pm), respecto al total de la suspensién, tanto a las 12h
como a las 32 h. También existe un efecto negativo en
porcentaje de esporulacién de la bacteria, el cual es tan
solo 27% a las 32 h frente a un 72% del cultivo control. Se
cree que un mayor nivel de mezclado y de oxigenacién

promueve la formacidon de espuma en el matraz bafleado,
lo que genera la migracién de moléculas de sefializacién, a
la interface aire liquido [3], disminuyendo por consiguiente
la eficiencia de esporulacién. Por otro lado, un gran tamafio
de agregado somete a la bacteria a una alta limitacion de
oxigeno, la cual se conoce que afecta negativamente a la
esporulacién [4].
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Fig 1. Inhibicién de la formacién de biofilms en Bacillus sp. 83. Fotografias
de biofilms en cultivos estaticos suplementados con NE y AO (izq).
Cuantificacion de biofilm por medio de tincién con CV (der).

P = 12h 100
2 90
3
) 5 ®
] g
g 2 w0
£° g
0 & 50
1 )
40
32h 2
g 0.8 R 30
E
3 0.6 2
0.4
3 I 10
< 0.2 T o
5 0 24_ 32
§ 0-10 10 - 40 40-100 Tiempo (h)
= Tamarfio de agregado (um) .
u Control = Orégano Norespermidina = Control Bafles

Fig 2. Fraccion de células totales en funcién del tamafio de agregado.
Final de la fase exponencial 12 h (arriba izg.) y final de la etapa de
esporulacién 32 h (abajo izq.) Porcentaje de esporulacion del cultivo a las
24 hy 32 h (der).

Conclusiones . La suplementacion del medio mineral con
AO y NE permite modificar la formacién de biofilm, mas no
tiene un efecto en la disminucién de agregados celulares.
La hidrodinamica del cultivo es el principal factor que afecta
positivamente la agregacion celular y negativamente la
esporulacion.
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