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Introduccion y Objetivos: La lechuga es una planta herbacea, anual y autégama perteneciente a la familia
Compositae. En San Juan, ademas de la produccion de lechuga para consumo interno, se producen semillas de
esta hortaliza. La germinacién de semillas de lechuga, en invernaderos de la provincia, fue afectada por la
presencia de Botrytis cinerea impidiendo la emergencia de la plantula. El uso de levaduras antagonistas como
agentes de biocontrol ha sido propuesto como una alternativa para reducir el uso de fungicidas quimicos y
sintéticos minimizando el impacto de los mismos sobre la salud humada y el medio ambiente. Sin embargo, se
desconoce si las levaduras afectan negativamente o positivamente la germinacion de las semillas de lechuga y
por lo tanto la produccién de esta hortaliza. El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de las levaduras
vitivinicolas sobre la germinacion de las semillas de lechuga, en condiciones in vitro.

Materiales y Métodos: 1- Indculo de levaduras: Se ensayaron 16 levaduras vitivinicolas (15 Saccharomyces
cerevisiae 'y 1 Schizosaccharomyces pombe) que presentaron actividad antifingica frente a B. cinerea en
granos de uva. 2- Analisis de toxicidad de las levaduras sobre semillas de lechuga: Semillas de lechuga pre-
esterilizadas con hipoclorito de sodio se colocaron sobre papel humedecido con 6 mL de agua destilada estéril
en cajas de plastico con tapa. Posteriormente las semillas fueron inoculadas puntualmente con una solucidon de
levaduras vitivinicolas y agua destilada estéril (20 pL, 10° cel/mL). Las cajas se incubaron en cdmara de
germinacion a 20° C con alternancia de luz (12 horas de luz/12 horas de oscuridad) y 90% humedad. Se
considerd una semilla germinada cuando el largo de la radicula alcanzé mas de 3mm. Se evalué la capacidad
germinativa de 400 semillas por tratamiento a los 4 y 7 dias de haber comenzado el ensayo mediante la
siguiente formula: % de germinacién= (n° semillas germinadas/n® semillas totales) x 100. Control: Semillas
inoculadas solo con agua destilada estéril (20 pL) e incubadas en las mismas condiciones anteriormente
mencionadas.

Resultados: A los 4 dias, las semillas inoculadas con las cepas S. pombe (BSchp67) y S. cerevisiae (BSc92,
BSc121 y BSc203) incrementaron significativamente su tasa germinativa entre un 2,08% y 4,16% en relacion
al control. La aplicaciéon de las levaduras restantes no provocé aumento o disminucién en la tasa de
germinacion en relacion al control. Posteriormente, a los 7 dias, las semillas inoculadas con S.
pombe (BSchp67) y S. cerevisiae (BSc5, BSc16, BSc61, BSc64, BSc68, BSc92, BSc121, y BSc203) mostraron
un aumento significativo en el porcentaje de germinacién de un 2,04% con respecto al control. Las semillas
inoculadas con las levaduras restantes no mostraron diferencias significativas con respecto al control.

Conclusiones: Los experimentos in vitro revelaron que las levaduras vitivinicolas autdctonas (15 S. cerevisiae,
1 Sch. pombe) no afectan negativamente la germinacion de las semillas de lechuga, por lo tanto podrian
utilizarse como posibles agentes de biocontrol en condiciones de invernadero.
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Introduccion y Objetivos: La produccion industrial de concentrados y aislados de proteinas provenientes de
la harina de soja genera grandes cantidades de residuos liquidos, los cuales contienen una gran cantidad de
nutrientes que podrian ser aprovechados por la industria de fermentos para la formulacion de medios de
cultivos econdmicos. En el presente trabajo se optimizé6 mediante la metodologia de superficie de respuesta la
produccién de biomasa de Lactobacillus paracasei 90 (L90) en un medio de cultivo formulado principalmente
con el residuo liquido resultante de la separacion de proteinas/fibras de la harina de soja. Una vez optimizado el
medio (MO), se evalué la actividad metabdlica de las células de L90 desarrolladas en el mismo.

Materiales y Métodos: La optimizaciéon se realizé mediante un disefio experimental central compuesto
fraccionado con 4 factores (permeado de suero de queso, extracto de levadura, Mg y Mn), un total de 22
puntos experimentales, 6 de los cuales son puntos centrales, y fueron realizados en 2 bloques. La cepa L90 se
inoculd al 2% en cada combinacion de variables propuestas por los puntos experimentales del disefio y se
incubd 24h a 34°C. La respuesta del disefio (biomasa) se evalué6 mediante recuentos en placa, peso seco y
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densidad éptica (DO). Para evaluar la influencia del medio de crecimiento en la actividad del fermento, en el MO
se evalud pH, produccién de acidos y consumo de azlcares por L90, y se compard con el comportamiento en el
medio comercial MRS. Ademas, la actividad de L90 se evalud por otros dos ensayos. En el primero se analizo la
actividad lactato dehidrogenasa (LDH) en extractos libres de células obtenidos mediante disrupcién celular. En
el segundo ensayo, las células crecidas en MO y en MRS fueron inoculadas al 2% en leche e incubadas a 37°C
durante 24h; en la leche fermentada (LF) se analizé el perfil de fermentacion y el recuento de L90. Todas las
experiencias se realizaron por triplicado.

Resultados: En el MO se alcanzaron elevados niveles de biomasa de L90 (9,4+0,1 log, 1,39+0,1 de peso seco
y 4,3%£0,2 de DO), aunque los valores fueron significativamente (p<0,05) menores que los obtenidos en el MRS
(9,8+0,1 log, 2,49+0,1 de peso seco y 6,8+0,2 de DO). La glucosa es el principal carbohidrato en el MRS, la
cual fue consumida casi totalmente por L90 durante la incubacion, mientras que los azlcares presentes en el
MO y que disminuyeron por la presencia de L90 fueron sacarosa/lactosa (que coeluyen en los cromatogramas).
La produccion de los acidos lactico y acético en el MO fue menor que en el MRS, aunque el pH fue mas bajo, lo
que sugiere una menor capacidad buffer en el MO. Los recuentos de L90 en la LF alcanzaron 9 log UFC/mL,
independientemente del medio de cultivo empleado. Se observaron diferencias en la produccion de acidos
organicos en leche segun el medio de crecimiento. Los niveles de lactico y acético en la LF inoculada con las
células provenientes del MRS (LF-MRS) fueron mayores que en la LF-MO. Contrariamente, en LF-MO se observd
mayor concentracién de acido pirdvico que en la LF-MRS. Estos resultados se correlacionaron con menores
niveles de LDH en las células crecidas en el MO.

Conclusiones: El medio de cultivo optimizado resulté adecuado para obtener elevados niveles de biomasa de
L90 requeridos para la produccién industrial de la misma. El bajo costo de este medio, sumado a que podria
reducir la capacidad acidificante del fermento, lo convierten en un medio industrial alternativo de interés.
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Introduccion y Objetivos: El estireno, utilizado en la produccion de numerosos polimeros, es actualmente
obtenido por sintesis quimica a partir de recursos no renovables. Este compuesto puede obtenerse en
microorganismos utilizando sustratos renovables a partir de una via metabdlica de novo basada en la
conversion de fenilalanina. Esta via implica la desaminacion de la fenilalanina a trans-cinamato, catalizada por
la enzima pal y luego una descarboxilacion catalizada por la enzima fdc. Este sistema de produccion se ve
limitado por la alta toxicidad del estireno para los microorganismos. Para reducirla se han utilizado estrategias
como el uso de cultivos bifasicos y el uso de chaperonas. Si las bacterias crecen en presencia de un solvente
organico biocompatible, el estireno se extrae in situ, reduciendo el contacto del compuesto con las células. El
uso de chaperonas mejoran la tolerancia a compuestos tdxicos como los solventes organicos. Recientemente se
descubri6 que las phasinas o PhaP, proteinas asociadas a polimeros biodegradables bacterianos
(polihidroxialcanoatos o PHA), poseen actividad chaperona e incrementan la tolerancia y la produccién de
etanol, butanol y 1, 3-propanodiol. El objetivo principal es obtener una cepa de E. coli productora de estireno y
estudiar el efecto de distintas modalidades de cultivo y la sobreexpresion de phaP en la produccion del
compuesto.

Materiales y Métodos: Para la obtencién de las cepas productoras E. coli BL21 fue transformada con 3
plasmidos, conteniendo los genes pal, fdc 'y phaP, provenientes de Rhodosporidium toruloides, Saccaromyces
cerevisae y Azotobacter sp. FA8 respectivamente. En el caso de phaP el plasmido vacio se utiliz6 como control.
Se realizaron cultivos aerdbicos en frasco agitado monofasicos (5 ml de medio M9 suplementado con glucosa y
fenilalanina) o bifasicos (5 ml de medio + 1 ml de dodecano). Luego de inducir todas las proteinas, se dejo
crecer 48 hs. Para determinar la concentracion de estireno se agregd n-hexano hasta llegar a un volumen final
de 2 mL de fase organica, en la cual se determind la concentracion por Cromatografia Gaseosa. Se realizd un
ANOVA con un nivel de significancia de 0,05 y se utilizé una comparacion de Tukey.

Resultados: Las cepas de menor produccion fueron las crecidas en cultivos monofasico, indistintamente de la
presencia de PhaP en el crecimiento de las bacterias. La cepa productora sin PhaP en cultivo bifasico produjo el
doble de estireno que las producciones en monofase y por Ultimo, el cultivo bifasico que expresa PhaP produjo
casi 3 veces mas estireno que la cepa previamente mencionada y 7 veces mas que en cultivo monofasico,
llegando a producir hasta 159 mg/L.

Conclusiones: La combinacién de estrategias utilizadas permitié obtener una muy buena produccién de
estireno a partir de una cepa recombinante de E. coli. En base a estos resultados prometedores se realizaran
cultivos en biorreactores, donde se espera que el efecto de PhaP sea mayor.
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