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Abstract: In this project, we have used different genera of bacteria, Escherichia coli, Bacillus
brevis, B. subtilis and B. megaterium, Micrococcus luteus, Salmonella typhimurium and S. aernginosa
and Proteus vulgaris. In each of these bacteria we studied the formation of crystals of a CaCO, nature,
and measured the growth of such crystals throughout a period of time, and finally we have studied
the morphology and size of the crystals formed.

From this study we found that the calcium present in solution was transformed into CaCO, crystals
of different sizes which are chemically and physiologically inactive so that the addition od the studied
bacteria may be a good method to prevent or to eliminate the ferric chlorosis due to the presence of
high amonts of CaCO, in the soil solution,
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Resumen: En este trabajo, hemos usado diferentes géneros de bacterias: Escherichia coli, Bacillus
brevis, B. subtilis y B. megaterium, Micrococcus luteus, Salmonella typhimurium y S. aeruginosa y
Proteus vulgaris. Para cada una de estas bacterias hemos observado la formacién natural de cristales
de CaCO,, medido el crecimiento de dichos cristales durante un periodo de tiempo, asi como la
morfologia y el tamafio de los cristales formados.

Del estudio se deduce que el calcio presente en la solucién fué transformado en cristales de
CaCO, de diferentes tamafios, los cuales son quimica y fisiol6gicamente inactivos, por lo que la
moculamén de algunas bacterias puede ser un buen método para prevenir o eliminar la clorosis férrica
debida a la presencia de grandes cantidades de CaCO, en la solucién del suelo.
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INTRODUCCION

La clorosis provocada por una falta de
hierro en el suelo es un fenémeno bastante raro
(Rombheld y Marshner, 1986). Por otra parte no
suele aparecer clorosis en suelos dcidos y cuan-
do esto ocurre suele ser por falta de hierro que
se corrige facilmente por aplicacién de sales de
dicho metal.

El problema se plantea, principalmente en
la zona mediterrdnea, en suelos calcéreos, en
los que existe hierro en abundancia pero en
forma no asimilable, al ser su solubilidad muy
baja, sobre todo cuando son altos los niveles de
CO, y consecuentemente de HCO, (Loeppert,
1986).

Varias han sido las justificaciones presen-
tadas ante este hecho, asi Drouineau (1942)
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relaciona la clorosis férrica con la presencia de
caliza activa, Yaalon (1957), por su parte, con-
sidera un contenido del 10 por 100 de caliza
activa como el nivel critico para los cultivos
sensibles. Rostad y St Arnaud (1970) encontra-
ron que el carbonato secundario, acumulado
predominantemente como particulas de tama-
fio limo y arcilla, era la principal causa de
clorosis. Més recientemente Campilloy Torrent
(1992) hallan una buena correlacion entre el
contenido relativo de clorofila y la reactividad
de los carbonatos a pH 6; mientras que Morris
et al. (1990) han expresado que, en algunos
casos, la reactividad del CaCO, estd mds fuer-
temente relacionada con la intensidad de la
clorosis férrica, en algunos cultivos sobre sue-
los calcdreos, que el contenido en carbonato
célcico equivalente. Finalmente Campillo et al
(1992) observan en suelos del sur de Espafa
que cuanto menor es el tamaiio de particula
mayor es la reactividad de los carbonatos y
encuentran cantidades significativas de carbo-
nato en la fraccién arcilla fina.

La relativamente baja pluviometria y por
tanto el escaso lavado, tipico del entorno Medi-
terrdneo del sureste de la Peninsula Ibérica,
puede explicar lamayor estabilidad y persisten-
cia de las particulas muy finas de carbonato
existentes en el suelo, justificando de esta ma-
nera la persistencia y extensién de la clorosis
férrica en cosechas producidas en esta zona.

En otro orden de cosas la formacién de
cristales de carbonato cdlcico por bacterias de
diferentes géncros ha sido mostrada amplia-
mente en la literatura, Boquet et al. (1973),
Ramos (1975), Aguilar et al. (1978), por lo que
opinamos que la conjuncién de ambas lineas de
pensamiento, es decir la adicién de determina-
das especies bacterianas a medios muy ricos en
calcio, puede originar la formacién de grandes
cristales de aragonito o calcita, disminuyendo,
de forma acusada, lareactividad de los carbona-
tos y produciendo una clara tendencia a que la
clorosis férrica no tengalugar o se produzca una
atenuacion de la misma.

MATERIAL Y METODOS

Hemos seleccionado para esta experiencia
los siguientes cultivos bacterianos: Escherichia
coli, Bacillus brevis, sphaericus, subtilis y
megaterium, Micrococcus luteus, Salmonella
typhimurium y aeruginosa y Proteus vulgaris.

El medio usado en todos los cultivos parael
estudio de la formacién de cristales, contiene
los siguientes ingredientes por litro de agua
destilada: extracto de levadura (4 g), cloruro
célcico (1,8 g) y agar (6 g). El pH fue ajustado
a8,0con NaOH y el medio esterilizadoa 121°C
durante 20 minutos antes de verterlo en grandes
cajas Petri, El volumen usado en cada caja Petri
fue siempre el mismo (60 ml).

Para el andlisis del crecimiento de cristales
hemos usado un analizador de imagen
Microvideomat Zeiss con un fotomicroscopio
incorporado. Los cristales fueron producidos
por colonias como indica Ramos (1975) y su
identificacién fue establecida por difraccién de
Rayos X y confirmada con el andlisis quimico.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados los vamos a dividir en tres
secciones: 1)Sobre la naturaleza de los cristales
formados. 2) Acerca de las medidas del creci-
miento de cristales. y 3) Acercade lamorfologia
y tamafio de los cristales.

1) Sobre la naturaleza de los cristales for-
mados: Los diagramas de difraccién de rayos-
X obtenidos son muy similares y, dentro de esta
analogfa, ¢l mds comun, repetido en 14 de las
experiencias Ilevadas a cabo, se presenta en la
Tabla 1

La composicion quimica del conjunto de
cristales obtenidos eslasiguiente: CO,=44.16
% Ca0=5322% Mg0=2.62%

Considerando los resultados anteriores po-
demos concluir que los cristales estdn constitui-
dos por aragonito, con una cierta proporcion de
magnesio que hace que se modifiquen ligera-
mente las reflexiones correspondientes al
aragonito puro.
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Tabla 1
.D(A) Intensidades relativas
341 100
292 8
2.76 11
2.39 55
2.14 12
1.99 42
1.94 4
1.85 16
1.76 38

2) Medida del crecimiento: La medida del
crecimiento paralos diferentes microorganismos
usados podemos observarlaen las Figuras 1a9,
las cuales se han obtenido porlamediade las 10
cajas Petri usadas en cada experiencia, aunque
en algin caso, debido a problemas de contami-
nacién de las placas se han usado 9 e incluso 8
(Bacillus brevis y Bacillus sphaericus).

De las citadas figuras se deduce que el
ritmo de formacidén de cristales por cada uno de
los microorganismos ensayados, si bien presen-
tan analogias claras, muestran en todos los
casos peculiaridades que diferencian ala mayo-
ria de ellos.

La mayor parte de los microorganismos
ensayados muestran el inicio de un rdpido cre-
cimiento cristalino alos diez dias de la siembra,
si bien alguno, como el Micrococcus luteus lo
hace antes, y otros como el Bacillus brevis
inicia el crecimiento cristalino alrededor de los
veinte dias.

De los datos obtenidos podemos apreciar
que la cantidad de CaCO, formado, estd en
estrecha relacién con la cantidad de CaCl,
existente en el medio, llegando en la mayor
parte de los casos a agotar el Ca** existente en
el medio de cultivo, y en el caso del B. brevis
hemos observado una disminuci6n en la forma-
cién de cristales que parece ser debida a una

edisoluci6n de los mismos, que se transforman
n geles pero conservando el hébito cristalino,

como podemos observar en la Fotografia 1, lo
que puede justificarse por continuar producién-
dose CO, y tener lugar entonces la reaccion:
CO, + CaCO, (insoluble)+ HO  <--eemnmm- >
Ca(HCO,), (soluble)

En cuanto al tiempo necesario para formar
el méaximo de cristales, es variable de unos
microorganismos a otros, pero, en general, pa-
rece estar limitado por las propias condiciones
del medio, por lo que las experiencias nunca
han superado los 70 dfas, siendo lo usual entre
40y 60 dias.

3) Morfologia y tamaiio de los cristales: la
formacién y crecimiento de los cristales puede
tener lugar bien como cristales aislados ( Foto-
grafia 2), bien como cristales agrupados en las
colonias como se puede apreciar en la Fotogra-
fia 3.

En el caso de crecimiento de cristales aisla-
dos se puede reconocer el crecimiento en roseta
(Fotografia4) propio deloscristales de aragonito
(Boquet et al., 1973), asi como también crista-
les euhédricos con formas geométricas defini-
das.

La formacién de cristales agrupados, nor-
malmente tiene lugar en el interior de las colo-
nias, aunque en algin caso, como es el de
Escherichia coli (Fotografia 5), puede tener
lugar la aparicién de una especie de costra
caliza.

El tamafio medio de los cristales se ha
determinado a partir de un minimo de 50 medi-

Tabla 2

Microorganismo Tamatfio (nm) ¢ mds corto

Bacillus brevis 262
sphaericus 214

*  subtilis 231

* megaterium 242
Escherichia coli 260
Micrococcus luteus 130
Salmonella typhimurium 256
“ aureoginosa 246

Proteus vulgaris 110
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Fotografia 2: Crecimiento de cristales ais-
lados (Micrococcus luteus)

Fotografia 1:. Bacillus subtilis

Fotografia 4: Crecimiento de cristales

Fotografia 3: Crecimiento de cristales
aislados (Proteus Vulgaris

agrupados en colonias (Bacillus Brevis)

b W
Fotografia 5: Tipo de costra caliza formada Fotograffa 6: Crecimiento en forma de
por Bacillus Brevis roseta
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Bacillus subtilis
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Fig. 1: Las figuras representan la dindmica del crecimiento cristalino con:
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Proteus vulgaris

Salmonella aureoginosa
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Fig. 1 (Cont.): Las figuras representan la dindmica del crecimiento cristalino con:

das, consignandose el didmetro més corto. Los
resultados obtenidos para los distintos
microorganismos se presentan en la Tabla 2.
De los resultados anteriores, podemos con-
cluir que la incorporacién de determinados
microorganismos parece ser un buen método
para disminuir la reactividad del calcio (Ca™),
ya que se pasa de la existencia de éste en la
solucién del suelo a la formacién de cristales,
generalmente del tamafio de arena gruesa, si
bien en algunos casos (Proteus vulgaris y
Micrococcus luteus) el tamafio es un poco me-

nor (arena fina), pero que en cualquier caso su
reactividad disminuye sensiblemente.
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