PRODUCCION DE BIOMASA Y DE COMPUESTOS ANTIFUNGICOS POR Bacillus subtilisCPA
EN DOSMEDIOSDE CULTIVO
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Introduccion. La cepa de Bacillus subtilis CPA ha sido
utilizada como agente de control biolégico para antagonizar
microorganismos como Rhizoctonia solani, que afectan
cultivos de gran importancia como la papa (1). Estacepase ha
cultivado en un medio preparado a base de una infusion de
papa (1). Sin embargo, este medio puede presentar variaciones
importantes en su composicion y no es practico si se pretende
escalar el proceso de produccion del antagonista. Por ello
surge la necesidad de emplear un medio quimicamente
definido para el cultivo de esta bacteria. En el presente trabajo
se compar0 el crecimiento de Bacillus subtilis CPA en un
medio preparado con papay en un medio mineral. Asimismo,
se realizaron ensayos in vitro para establecer si se producen
compuestos antifungicos resistentes al calor, observando su
antagonismo sobre el crecimiento del hongo fitopatégeno
Rhizoctonia solani.

Metodologia. Se realizaron cultivos de B. subtilis CPA en
matraces Erlenmeyer de 250 ml utilizando 25 ml de un medio
preparado con papa (1) y de un medio minera (2),
respectivamente. Los cultivos se mantuvieron en agitacion
constante a 200 r.p.m., 30 °C por 48 horas (medio de papa) y
24 horas (medio mineral). Se determinaron las UFC/ml para
cada cultivo. Serealizaron ensayosin vitro paraobservar si se
producian compuestos antifingicos estables a altas
temperaturas en los dos medio utilizados. Se esteriliz6 (121
°C, 15 min) € filtrado libre de células de los cultivos y &
depositaron 50 ?I de éste filtrado en cuatro orificios
equidistantes hechos en una caja de Petri con medio PDA, en
donde se inoculé en €l centro un explante de 5 mm de medio
PDA con micelio del hongo fitopatdgeno Rhizoctonia solani,
previamente crecido. Las cajas se incubaron a 30 °C por 5
diasy se evalud €l crecimiento del hongo, comparandolo con
el testigo en donde también se inocul é Rhizoctonia solani pero
sin afadir filtrado delos cultivos.

Resultados y discusion. La figura 1 muestra que las UFC/ml
alcanzadas empleando el medio mineral fueron mayores (en un
orden de magnitud) a las alcanzadas con €l medio de papa y
ello se logré en la mitad de tiempo. Esto se debe a la alta
disponibilidad de nutrientes presentes en el medio mineral, en
comparacion con el medio elaborado con papa. En lafigura 2
se observa la inhibicién del crecimiento del patdgeno en las
cercanias de los orificios donde se deposité el filtrado
(esterilizado) del medio minera (cga 1). En € filtrado
(esterilizado) del medio de cultivo elaborado con papa no se
observé inhibicion (cgja 2) y el crecimiento de R. solani fue

similar a del testigo (cgja 3). Lainhibicion se evidencid por la
presencia de areas de crecimiento de forma cuadrada, en lugar
de la tipica forma circular que se observa en ausencia del

efecto inhibitorio. Para el testigo y e filtrado del medio de
papa, el didmetro de la colonia de R. solani fue de 4.7 cm,

mientras que para € caso del filtrado del medio minera, €l

didmetro del cuadrado fue de 3.6 cm. Si bien la produccién de
compuestos antifingicos producidos en el medio mineral se
compara a una concentracion celular mayor, estudios previos
indicaron que e nivel de inhibicion fue similar para
concentraciones celulares similares a las obtenidas en el medio
de papa.
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Fig 1. Crecimiento de B. subtilis CPA en medio minera y en medio de papa.

1. Filtrado (M. Mineral)
2. Filtrado (M. de papa)
3. Testigo (sin filtrado)

Fig. 2. Crecimiento de R. solani en presencia de compuestos antifngicos
producidos por B. subtilis CPA.

Conclusiones. B. subtilis CPA mostré un mayor y mas rapido
crecimiento en € medio mineral y produjo compuestos
antifingicos estables a altas temperaturas, |os cuales no fueron
producidos en el medio elaborado con papa, por lo que ese
medio tiene potencial para escalar €l proceso de produccion de
éste antagonista.
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