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PROGRAMA DE LA REUNION
Jueves 5 de Octubre
9.00 — 10.00 Registro
10.00 — 11.00 Apertura
Conferencia Inaugural : Prof. Paul Williams (University of Nottingham, UK).

Cell-to-cell communication and quorum sensing in prokaryotes:
small talk, straight talk and cross-talk.

11.00 — 11-30 Intervalo / Café

11.30 — 12.30 Comunicaciones orales: Bacterias lacticas / Fermentaciones
Moderador/es: Graciela De Antoni

C1: “Antagonismo de cepas de lactobacilos frente al efecto biolégico de E. /i
enterohemorragica (O157:H7) en cultivos celulares”. Hugo Ayelén (CIDCA, UNLP, La Plata).

C2: “Identificacion y tipificacion de lactobacilos de kefir, una estrategia polifasica”. Lucrecia
Delfederico (Laboratorio de Microbiologia Molecular, UNQ, Bernal).

C3: “Impacto del estrés mecanico sobre el nivel de piliaciéon de Moraxella bovis en biorreactores
agitados”. Claudia Prieto (CINDEFI, UNLP, La Plata).

Almuerzo

14.30 — 16.00 Comunicaciones orales: Interacciones entre microbios y otros organismos
Moderador/es: Mario Aguilar — Luis G. Wall

C4: “Estudios sobre la transferencia lateral de genes de nodulacién en rizobios nativos
nodulantes de mani (Arachis hypogaea 1..)”. Fernando Ibanez (Depto. Ciencias Naturales,
UNRio Cuarto, Rio Cuarto).

C5: “Influencia de la osmolaridad, ph y aereaciéon sobre las caracteristicas fisiologicas y
moleculares de una especie que nodula soja: Sinorbizobium fredii’. Fabiola Pagliero (Depto.

Ciencias Exactas y Naturales, UNLa Pampa, Santa Rosa).

Co6: “Influencia del guorum sensing en el desarrollo de biofilm en Xanthomonas campestris pv.
campestris”. F. Malamud (Fundacién Pablo Cassara, Ciudad Autéonoma de Buenos Aires).

C7: “Caracterizacién de nuevos actinomycetes simbioticos (no-Frankia) fijadores de nitrégeno
aislados de nédulos radiculares de A/nus acuminata”. Danay Valdés (PIIB, UNQ, Bernal).

16.00 — 16.30 Intervalo / Café

16.30 — 17.00 Comunicaciones orales: Biodiversidad y Biorremediacion
Moderador/es: Diana Vullo — Osvaldo Yantorno
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C8: “Aislamiento de bacterias con propiedades promotoras de la biodisponibilidad de
hidrocarburos aromaticos policiclicos”. Romina Dias (CINDEFI, UNLP, La Plata).

C9: “Estudio de la degradacion de hidrocarburos y respuesta quimiotactica en
microorganismos hal6filos”. Sebastian D’Ippdlito (IIB, UNMdAP, Mar del Plata).

17.00 — 19.00 Sesién de posters.

19.00 Actuacion coro UNQ / Vino de honor

Viernes 6 de Octubre

9.00 -10.30 Comunicaciones orales: Bioquimica y Biologia Molecular
Moderador/es: Nancy Lopez — Angeles Zorreguieta

C10: “NrfA.. . cestas ahi?: buscando a los riboreguladores de Sznorhizobium melilot?”. Patricio
Sobrero (PIIB, UNQ, Bernal).

C11: “Estudios sobre la regulacion de la expresion del gen gshB (la glutatién sintetasa) de
Rhbizobinm tropici en condiciones de estrés ambiental”. Cecilia Muglia (IBBM, UNLP, La Plata).

C12: “Colocalizaciéon de la expresion de los genes involucrados en la biosintesis de la sacarosa
en células de filamentos de Nostoc sp. pcc 7120 fijando dinitrégeno”. Clarisa Marcozzi (FIBA,
Mar del Plata).

C13: “CarO, una protefna de membrana externa vinculada con la resistencia a carbapenemes,
forma oligbmeros en la membrana externa de Acinetobacter baumannii”’. Veroénica Relling (IBR,
UNR, Rosario).

10.30 — 11.00 Intervalo / Café
11.00 — 12.00 Sesion de posters.
Almuerzo
14.00 — 15.00 Comunicaciones orales: Biotecnologia

Moderador/es: Miguel Angel Galvagno — Beatriz Méndez

C14: “Estudio de bacterias inmovilizadas como biocatalizadores aplicables al escalado de
reacciones de transglicosidaciéon microbiana”. Matias Nobile (DCyT, UNQ, Bernal).

C15: “Cultivos mixtos: complementacién metabdlica entre cepas y su relacion con la calidad
final del vino”. Marfa Eugenia Rodriguez (Lab. de Microbiologia, CRUB, UNComahue, Rio
Negro)

C16: “Caracterizacion molecular de microorganismos marinos con potencial interés

biotecnologico”. Héctor Cristébal (PROIMI, UNTucuman, Tucuman)

15.00 — 15.15 Intervalo / Café
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15.15-16.15 Comunicaciones orales: Interacciones entre microbios y otros organismos

/ Bioquimica y Biologia Molecular
Moderadot/es: Augusto Garcia — Adrian Vojnov

C17: “T-DNA transfer and integration analysis in the genome of the ectomycorrhizal
symbiont Laccaria bicolor”’. Minna Kemppainen (PIIB, UNQ, Bernal).

C18: “Participacion de la cadena O del LPS y la celulosa en las interacciones celulares de
Rbizobinm leguminosarnm bv. viciae durante la formacion de biofilms”. Daniela Russo (Fundacion
Leloir, UBA, Ciudad Auténoma de Buenos Aires).

C19: “The polyhydroxybutyrate genes of an antarctic Psexudomonas strain are situated within a
genomic island-like region”. Nicolas Ayub (Departamento de Quimica Biol6gica, FCEN-
UBA, Ciudad Auténoma de Buenos Aires).

16.15-17.15 Conferencia de cierre : Prof. Paul Williams (University of Nottingham, UK).

18.00

Quorum sensing and prokaryotic-eukaryotic interactions:
from biology to biotechnology and medicine

Asamblea societaria
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COMUNICACIONES ORALES
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BACTERIAS DEL ACIDO LACTICO -
FERMENTACIONES

C1 Antagonismo de cepas de lactobacilos frente
al efecto biolégico de E. coli enterohemorragica
(0157:H7) en cultivos celulares.

Hugo, Avelen '3; Kakisu, E.J'3; De Antoni, Graciela L.'24 ;
Pérez, Pablo F.23"

'CIDCA. 2Catedra de Microbiologia. Fac. de Cs.
Exactas.UNLP. Calle 47 y 116. La Plata (1900). Argentina.
Telffax: 54 221 4249287. S3CONICET. 4CIC. *e-mail:

pfp@biol.unlp.edu.ar

Escherichia. coli enterohemorragica (EHEC) es un patdgeno
emergente asociadao a brotes de diarrea, colitis hemorragica y
sindrome urémico hemolitico (SUH). Los factores de virulencia
més importantes caracterizados son la toxina Shiga y la
intimina, principal responsable de la lesién attaching/effacing
(AJE), en células epiteliales. Algunas cepas de lactobacilos han
demostrado su capacidad de actuar como probidticos
antagonizando el dafio provocado por los patdgenos
intestinales.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto protector
de dos cepas de lactobacilos frente al dafio provocado por
E.coli (EHEC) en cultivos celulares de la linea Hep-2, modelo
de lalesion AJE intestinal.

Se utilizé la cepa 69160 de Escherichia coli (0157:H7) aislada
de un caso de SUH. Las bacterias lacticas empleadas fueron
Lactobacillus delbrueckii subsp lactis (cepa CIDCA 133) y
Lactobacillus plantarum  (cepa CIDCA 114). Los cultivos
celulares de la linea Hep-2 se crecieron hasta confluencia en
medio DMEM a 37°C en atmoésfera con 5% de CO.. Las
monocapas fueron incubadas con el sobrenadante del cultivo
de EHEC con o sin microorganismos, y en los ensayos de
proteccion se preincubaron con lactobacilos. La asociacion
bacteriana se determind por recuento de viables. El
desprendimiento celular se evalud mediante tincion con cristal
violeta. El dafio por adhesién bacteriana se registré mediante
tincion del citoesqueleto con faloidina fluorescente y por
microscopia electronica de barrido.

El desprendimiento de celular luego de la incubacién de EHEC
en su sobrenadante alcanzé un 50%, la preincubacién con los
lactobacilos elevé el porcentaje de células adheridas al 80 %.
El dafio provocado al citoesqueleto fue mayor cuando la cepa
de EHEC se incub6 junto con su sobrenadante y en ambos
casos fue significativa la proteccion de las BAL. La
microscopia de barrido confirmé los resultados obtenidos
mediante la fluorescencia. La preincubacién con lactobacilos
solo disminuyo significativamente la asociacion de EHEC a
bajas concentraciones de la misma, por lo tanto no seria el
principal mecanismo que explique el efecto protector.

Los resultados muestran la capacidad de lactobacilos de
antagonizar eventos claves en la patogénesis de E.coli
enterohemorragica.

C2 Identificacion y tipificacion de lactobacilos
de kefir, una estrategia polifasica.

L Delfederico’ -3, A Hollmann'.3, G De Antoni?, y L Semorile!.
Laboratorio de Microbiologia Molecular, DCyT -UNQ, Roque
Séenz Pefia 352, (B1876BXD) Bernal, 2CIDCA, FCE - UNLP,
3CONICET. E-mail: Idelfe@ung.edu.ar

En la formulacién de alimentos probidticos, la correcta
identificacion de las especies y cepas involucradas otorga un valor
agregado a estos productos. En este contexto y considerando la
tendencia actual que propone criterios taxonémicos polifasicos,
basados en caracteristicas fenotipicas y gendmicas reveladas a
escala molecular, se propuso lograr una acabada identificacion y
tipificacion de los aislamientos de lactobacilos del sistema en
estudio. El objetivo de estudio fue la identificacidn y evaluacién de
la diversidad genética de aislamientos de lactobacilos
heterofermentadores, obtenidos de granulos de kefir (cepario del
Centro de Investigacién y Desarrollo en Criotecnologia de
Alimentos CIDCA, FCE-UNLP).

Los resultados obtenidos con las cepas de referencia demostraron
que el método ARDRA fue adecuado para diferenciar cada una de
las cepas utilizadas, a nivel de especie. En el andlisis se
incluyeron especies estrechamente relacionadas como L. kefir, L.
brevis, L. buchneri, L. hilgardi y L. fermentum, todas
pertenecientes al grupo filogenético L. casei — Pediococcus group
asi como una menos relacionada, L. plantarum.

La amplificacion y analisis de secuencia de la regién espaciadora
ribosomal 16S-23S se utilizd, asimismo, como criterio de
identificacion. Los perfiles electroforéticos de los productos de
PCR mostraron varias bandas y resultaron diferentes entre
lactobacilos homo y heterofermentadores pero idénticos entre los
miembros de cada grupo. Se obtuvo la secuencia de la banda de
amplificacion de menor tamafio de todos los aislamientos
heterofermentadores, de dos homofermentadores y de cepas de
referencia. El dendrograma obtenido a partir de estas secuencias
y de secuencias obtenidas del GenBank, agrupé a los
aislamientos heterofermentadores con ambas cepas de L. kefir y
separados de las restantes cepas heterofermentadoras de
referencia. Los aislamientos homofermentadores agruparon en la
rama mas distante, proximos a L. plantarum y al resto de las
cepas homofermentadoras de referencia.

Para evaluar la diversidad genética de estos lactobacilos se
realizo analisis RAPD con primers Coc, ERIC-2, M13 y 1254, El
dendrograma UPGMA obtenido por combinacién de los perfiles
M13, ERIC-2 y 1254, mostro valores de similitud del 75% entre el
aislamiento homofermentador y el resto de los lactobacilos,
mientras que este valor fue de 79% entre L. brevis JCM 1059, los
aislamientos heterofermentadores y ambas cepas de referencia
de L. kefir. La similitud entre los aislamientos heterofermentadores
y ambas cepas de referencia de L.kefir fue superior al 80%.

Por otro lado y en virtud del status GRAS (Generally Recognised
As Safe) otorgado a los miembros del género Lactobacillus, existe
preocupacién sobre la resistencia a antibidticos y la
recomendacion actual es no utilizar en alimentos bacterias que
contengan genes transmisibles de resistencia a farmacos
utilizados en clinica. Se ha realizado el relevamiento de
resistencia a tetraciclina en los aislamientos y cepas de
referencia, para lo cual se estandarizdé un procedimiento
modificado para la determinacion de Concentraciones Inhibitorias
Minimas (CIM). Se determinaron CIMs que oscilan entre 128 y
>256 ug/ml para los aislamientos.

Los resultados permiten concluir que todos los aislamientos
heterofermentadores pertenecen a la especie L. kefir y que los
aislamientos homofermentadores secuenciados pertenecen a la
especie L. plantarum. Asimismo, el anélisis de secuencia de la
region espaciadora ribosomal 16S-23S mostré ser una
herramienta Util y confiable para la rapida identificacion de estas
especies de lactobacilos.

Sociedad Argentina de Microbiologia General — SAMIGE
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C3 Impacto del estrés mecanico sobre el nivel
de piliacion de Moraxella bovis en biorreactores
agitados.

Claudia Prieto, Rodolfo Ertola y Osvaldo Yantorno*

Centro de Investigacién y Desarrollo de Fermentaciones
Industriales (CINDEFI- CONICET), Facultad de Ciencias
Exactas, UNLP, 47 entre 115 y 116, La Plata (1900),
Argentina. *E-mail: yantorno@gquimica.unlp.edu.ar

Moraxella bovis es el agente etiologico de la
queratoconjuntivitis infecciosa bovina (QIB), enfermedad
infectocontagiosa de amplia distribucion mundial. Para iniciar
la colonizacién del ojo la bacteria se adhiere a la superficie de
la cérnea mediante pilis, proteinas filamentosas ancladas a
superficie, que constituyen uno de sus principales factores de
virulencia. La profilaxis contra esta enfermedad se basa en el
empleo de vacunas formuladas a partir de células enteras. La
bibliografia internacional sefiala que la tasa de proteccién de
las vacunas actualmente disponibles es muy baja (20-50%).
Esto ha sido asociado a la pérdida de piliacién celular durante
el cultivo de M. bovis en reactores agitados mecanicamente,
forma tradicional de produccién de vacunas a nivel industrial.
Si bien se ha reportado que los pilis podrian ser susceptibles a
las fuerzas de corte hidromecanicas, no hay en bibliografia
datos cuantitativos sobre estos efectos, como tampoco sobre
el empleo de estrategias de cultivo alternativas.

El objetivo de este trabajo fue cuantificar el efecto de la
agitacion y aereacion sobre el nivel de piliacién de células
enteras de M. bovis durante su crecimiento en biorreactores. A
tal fin se analizaron de manera comparativa el crecimiento y la
piliacion en células crecidas bajo diferentes condiciones de
operacién en: erlenmeyers agitados, fermentadores
convencionales provistos con turbina tipo Rushton o con hélice
marina, columnas de burbujeo y reactores tipo air-lit. Se
estudio ademas el efecto del agregado de agentes espesantes
al medio de cultivo liquido [agar (0.02%) y carboximetilcelulosa
(CMC, 0,1; 0,2 0 0,5%)], los cuales al aumentar la viscosidad
disminuyen la turbulencia provocando una reduccion del dafio
asociado al shear. Los cultivos fueron realizados en medio BHI
a 37°C. Los reactores empleados disponian de electrodos para
medicién de O: disuelto y control automético on-line para
mantener el porcentaje de saturacion de O2 a valores fijos. El
nivel de piliacién celular fue evaluado mediante una técnica de
ELISA desarrollada previamente en nuestro laboratorio. Los
resultados obtenidos mostraron que en los procesos llevados a
cabo en reactores con turbina tipo Rushton, el aumento de la
velocidad de agitacion (incremento de potencia por unidad de
volumen), produce una reduccidn del nivel de piliacién celular.
Cuando estos reactores fueron operados con agitacion
variable para mantener el porcentaje de saturaciéon de 02 a
niveles >30%, el nivel de piliacién celular al final del proceso
fue <3%. El agregado de CMC al 0,2% disminuy6 la pérdida
de piliacién, obteniéndose en similares condiciones de cultivo
un nivel de piliacion del orden del 30%. El empleo de hélice
tipo marina no resultd efectivo ya que para mantener el
porcentaje de saturacion de oxigeno a valores no limitantes del
crecimiento, se necesitd emplear elevada agitacion (1200 rpm)
lo cual produjo una reduccion en el nivel de piliacion celular
mas pronunciada que la obtenida con la turbina Rushton. La
columna de burbujeo demostré que constituye una interesante
alternativa como sistema de produccion ya que permitié
mantener la piliacion a valores mayores al 50%.

INTERACCIONES ENTRE MICROBIOS y
OTROS ORGANISMOS

C4 Estudios sobre la transferencia lateral de genes de
nodulaciéon en rizobios nativos nodulantes de mani
(Arachis hypogaea L.).
Ibafiez, Fernando; Fabra, Adriana. Dpto. Ciencias Naturales,
Universidad Nacional  de Rio  Cuarto. e-mail:
fibanez@exa.unrc.edu.ar.

Arachis hypogaea L. es una especie vegetal que posee una
gran relevancia comercial, siendo ampliamente utilizada para la
alimentaciéon humana y animal por ser una fuente proteica de gran
calidad, y para la produccion de aceite y otros productos. Nuestro
pais constituye uno de los principales exportadores mundiales de
esta leguminosa, localizdndose el 94% del total de la produccion
nacional en la zona centro-sur de la provincia de Cérdoba.

El mani es una leguminosa que habia sido descripta como
nodulada eficientemente sélo por rizobios de crecimiento lento,
denominados  Bradyrhizobium (Arachis hypogaea) sp., no
habiéndose aln definido las especies. Nuestro laboratorio obtuvo
una coleccion de microsimbiontes nodulantes de mani
representativa del area manisera de Cérdoba. Estos aislamientos
han sido caracterizados fenotipicamente (velocidad de crecimiento,
tolerancia a condiciones adversas, eficiencia simbidtica) y
genotipicamente (REP-PCR, ERIC-PCR, ARDRA). Estos estudios
revelaron que dicha poblacion es heterogénea y que involucra a
rizobios de crecimiento lento y rapido (Taurian y col., 2002).

Para ampliar la caracterizacion genotipica de esos
aislamientos, se analizaron los genes rrs (ADNr 16S), nodC y nifH
en los aislamientos NCHA22 y NET30. Para el aislamiento
NCHA22, las filogenias inferidas a partir de las secuencias de estos
genes son congruentes. Los genes rrs, nodC y nifH de este
aislamiento poseen elevado porcentaje de homologia con los
correspondientes a cepas que pertenecen al grupo IIB de la especie
Rhizobium tropici.

En contraste, para el aislamiento NET30, la filogenia
construida a partir de la secuenciacion del gen rrs no es
consistente con la obtenida a partir de la secuenciacion del gen
nodC. El gen rrs de este aislamiento posee elevada similitud con el
de R. giardinii H152; mientras que su gen nodC posee un alto
porcentaje de homologia con cepas de R. tropici 1IB y con
NCHA22. Esta inconsistencia sugiere que el gen nodC fue
adquirido por este aislamiento a través de algin mecanismo de
transferencia horizontal, probablemente mediada por el pasaje de
un plasmido simbiético. Por otra parte, ensayos de Southern Blot
demostraron que NET30 no posee copias del gen nifH, hecho que
se vincula con las relaciones filogenéticas inferidas a partir de su
gen rrs, ya que las cepas de R. giardinii bv. giardinii carecen del
operon nifHDK. El andlisis del perfil plasmidico de los aislamientos
revelo6 que NCHA22 posee al menos tres plasmidos (~225Kb,
~410Kb y >1Mb), mientras que el aislamiento NET30 contiene s6lo
uno (>1Mb). En NCHA22, los genes de nodulacién se encuentran
localizados en el plasmido de ~410Kb. Se determind la
trasmisibilidad de este elemento, revelando una frecuencia de
transferencia de ~5.10-7 por célula receptora. La transferencia de
un plasmido simbidtico a partir de un rizobio portador de los genes
de nodulacién de R. tropici 1IB hacia NET30, y la posterior
recombinacion de los genes simbiéticos en este fondo genético,
podrian haberle conferido a este aislamiento la capacidad de
nodular mani.

Subsidiado por CONICET, FONCyT, SECyT-UNRC.
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C5 Influencia de la osmolaridad, pH y aereacién
sobre las caracteristicas fisiologicas y moleculares
de una especie que nodula soja: Sinorhizobium
fredii.

Fabiola Pagliero; Carolina Castafo; M. Delia Pastor y Graciela
Lorda. Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad
Nacional de La Pampa. Av. Uruguay 151. (6300) Santa Rosa.
La Pampa. Argentina.

Las bacterias agrupadas bajo el nombre de rizobios establecen
una relacién simbiotica con las leguminosas. Los rizobios y las
raices de las leguminosas intercambian sefiales que resultan
en la formacién de nédulos, donde se lleva a cabo el proceso
conocido como fijacién biologica de nitrégeno. EI mismo
depende de la cepa de rizobio, del cultivar hospedante, y de
los factores ambientales, que afectan tanto al microsimbionte
como a la planta y al funcionamiento del sistema.

La obtencion de inoculantes con alta concentracion celular,
producidos en diferentes condiciones, conduce a establecer
condiciones de proceso que aseguren preparados efectivos
con relacion a la sobrevivencia y capacidad simbiética de los
microorganismos; a fin de poder obtener un producto que
pueda ser utilizado bajo distintas condiciones de clima y suelo.
El objetivo de este trabajo fue obtener suspensiones
microbianas de la cepa Sinorhizobium fredii USDA205, con un
alto contenido de biomasa, que puedan ser utilizados en un
amplio rango de condiciones, manteniendo las caracteristicas
de infectividad y efectividad de la cepa.

La hipotesis planteada fue que se pueden aprovechar las
respuestas fisioldgicas de S. fredii a diferentes condiciones de
pH, osmolaridad y aeracién, para aumentar la velocidad de
nodulacion, frente a la variedad vegetal especifica,
favoreciendo el establecimiento de una simbiosis efectiva, en
condiciones adversas.

Se estudioé el desarrollo de suspensiones bacterianas de una
cepa de Sinorhizobium fredii USDA 205 en diferentes
condiciones de medio y operacién, y su consiguiente
influencia, por un lado sobre la biosintesis de exopolisacaridos
(EPSS) y los perfiles de lipopolisacaridos (LPSs), y por el otro
sobre la capacidad simbiética de la cepa. Se formularon
medios de cultivo con diferentes condiciones de pHs iniciales
(desde 5 a 10), osmolaridad (de 2 mM NaCl a 700 mM NaCl) y,
utilizando diferentes niveles de aeracién (relaciones de
volumen de medio/volumen de frasco: 1/2,5; 1/5; 1/10 y 1/15).
A continuacion se estudié la influencia de éstas condiciones
sobre el establecimiento de una simbiosis efectiva. Los
parametros que se evaluaron fueron concentracién celular,
concentracion de EPSs, perfiles de LPSs, capacidad simbiética
(infectividad y efectividad) y velocidad de nodulacién, frente a
la variedad vegetal especifica. Se logré obtener suspensiones
celulares de alta concentracion, adaptadas a las diferentes
condiciones de estrés. Se determiné ademas que en dichas
condiciones los perfiles de LPSs celulares, no se modificaron.
Sin embargo, la concentracion de EPSs biosintetizado
aumenté a medida que las condiciones de crecimiento se
alejaban del éptimo. Por ofra parte, estas suspensiones
celulares no reunieron las condiciones necesarias para ser
utilizadas como inoculantes. Esto fue debido a la incapacidad
demostrada para infectar a la variedad vegetal especifica, si
bien se observé un efecto promotor del crecimiento. En
estudios futuros se podrian repetir estos ensayos con la

finalidad de evaluar nuevamente la capacidad simbiética entre
esta y otras cepas de S. fredii y Glycine max

Cé Influencia del quorum sensing en el
desarrollo de biofilm en Xanthomonas campestris pv.
campestris.

Malamud F.; Torres P.; Rigano L.; Marano M.R.; Castagnaro
A.; Zorreguieta A.; Vojnov A. Fundacién Pablo Cassara,
Saladillo 2452, 1440  Buenos.  Aires,  Argentina.
fmalamud@fundacioncassara.org.ar

La sintesis de enzimas extracelulares y exopolisacaridos
(EPS) en la enfermedad putrefaccion negra de las cruciferas
causada por Xanthomonas campestris pv campestris (Xcc) es
regulada por un cluster de 9 genes, rpfA-/ ( del inglés
“regulation of pathogenicity factors”). Muchos de estos genes
estan involucrados en la regulacion mediada por una molécula
de estructura lipidica de 12 atomos de carbono denominada
DSF ( del inglés “diffusible signal factor”). Trabajos anteriores
demostraron que mutaciones (mediante la insercion de un
trasposén) tanto en el gen rpfF como en el rpfB alteraron la
produccién de DSF, mientras que mutaciones en el gen rpfC
provocaron a una sobreproduccién de este compuesto.
Ademas en medio L liquido se vio que estas mutantes crecian
formando agregados recubiertos por una matriz, mientras que
la cepa silvestre crecia en forma dispersa.

En este tabajo mostramos que la cepa silvestre en
medio minimo es capaz de formar una nueva estructura
tridimensional ordenada del tipo biofilm, mientras que las
cepas mutantes no lo son. Los experimentos se realizaron
mediante la utilizacion de un microscopio confocal (CLSM) que
permitié el andlisis de las bacterias que expresan GFP en
forma constitutiva. Se observo el crecimiento y el desarrollo de
las microcolonias en Xcc hasta la formacion del biofilm.

Una mutante incapaz de sintetizar EPS no logré
formar estas estructuras. Complementaciones extracelulares
de cultivos mixtos confirmaron el rol esencial del compuesto
DSF en la modulacion de la estructura biofilm. Cultivos mixtos
de las mutantes EPS- y RPF formaron estructuras tipicas de
biofilm incorporando a ambos tipos de bacterias.
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Cc7 Caracterizacion de nuevos actinomycetes
simbidticos (no-Frankia) fijadores de nitrogeno
aislados de nédulos radiculares de Alnus acuminata.
Danay Valdésy Luis Wall

'Programa de Investigacion en Interacciones Bioldgicas,
Universidad Nacional de Quilmes, Argentina.
dvhens@ung.edu.ar.

A partir de nodulos radiculares de Alnus acuminata
conservados a -20 °C y desinfectados superficialmente se
obtuvieron actinomycetes fijadores de nitrégeno. Los mismos
fueron capaces de deformar pelos radiculares en raices de
Alnus acuminata y algunos de ellos indujeron division celular
en la corteza de la raiz y fueron capaces de desarrollar
escasos nddulos cuando fueron inoculados en alta dosis en A.
acuminata. De uno de estos nédulos se ha podido reaislar un
actinomycete morfolégicamente idéntico al originalmente
utilizado en el indculo. Morfolégicamente, al microscopio
optico, estos actinomycetes no muestran el esporangio
multiloculado tipico del género Frankia. Algunos de los
actinomycetes aislados estimulan la nodulaciéon cuando son
inoculados en una relacion de 10:1 con la cepa de Frankia
Arl3, infectiva en Alnus. Cuando algunos de estos
actinomycetes se coinocularon en A. acuminata en una
relacién 1:1 con la cepa heteréloga de Frankia BCU110501
aislada de Discaria trinervis y no infectiva en Alnus,
encontramos que el aislamiento Aal4 se complement6
fisioldgicamente con la cepa BCU110501 para desarrollar
nddulos maduros mientras que la inoculacién control simple
s6lo desarrollo prenddulo en las raices. En forma similar la
coinoculacion del aislamiento Aal5 con BCU110501 aumento
su infectividad y capacidad de nodulacién. Para obtener una
mejor caracterizacion morfolégica los aislamientos Aal4 y Aal5
se cultivaron en medio con y sin nitrogeno y se estudiaron por
Microscopia Electronica de Barrido. El andlisis de Aal4 y Aal5
revel6 morfologias similares: filamentos de diferentes grosores,
algunos con largas extensiones segmentadas, otros con
ramificaciones de distinto largo, esporas lisas en forma de
bacilo de largo variable dispuestas en pequefias cadenas a
veces ramificadas semejando una mano o ramillete. En los
cultivos sin nitrogeno, se observd en forma caracteristica
estructuras esféricas de 3 a 5 micrones de diametro ubicadas
en posicién intermedia y en posicién terminal en los filamentos
que rememoran las vesiculas de Frankia o los heterocistos de
las cianobacterias. La observacion por Microscopia Electrénica
de Transmision de los nodulos inducidos por estos
aislamientos reveld la presencia de vesiculas septadas en
células infectadas, indistinguibles de las vesiculas descritas
para Frankia . El analisis de la secuencia del gen 16s ARN de
los aislamientos Aald y Aal5 demostr6 que estan
estrechamente relacionados con diferentes especies de
Nocardia, sin embargo la morfologia general no se
corresponde con la descripta para este género, en particular la
encontrada en medio sin nitrdgeno.  Nuestros resultados
sugieren fuertemente el descubrimiento de un nuevo grupo de
actinomycetes simbiéticos con la capacidad de fijar nitrogeno,
complementarse fisiologicamente para la nodulacién con
Frankia y desarrollar nodulacion por si solos en Alnus
acuminata y otras especies de Alnus.

BIODIVERSIDAD Y BIORREMEDIACION

C8 Aislamiento de bacterias con propiedades
promotoras de la biodisponibilidad de hidrocarburos
aromaticos policiclicos.

Dias*, Romina L., Morelli, Irma S., Del Panno, Maria T.
CINDEFI-CONICET-UNLP. Calle 50 y 115 (1900) La Plata,
Argentina. ‘rdias@biotec.org.ar.

Los hidrocarburos  aromaticos  policiclicos  (PAH)  son
contaminantes ambientales de relevancia por su toxicidad,
mutagénesis y carcinogénesis. Su biodegradacién en suelos es
afectada por su baja solubilidad en agua y tendencia a adsorberse
al material orgénico. Al aumentar su tiempo de residencia en
suelo disminuye su disponibilidad, afectando su degradacion y
transporte. El éxito de la biorremediacion de un suelo
contaminado con PAH puede requerir del uso de bacterias
degradadoras que promuevan la transferencia de sustratos
hidrofébicos mediante la produccién de biosurfactantes, la
presencia de sistemas de captura con alta afinidad por el sustrato,
la adhesion a superficies hidrofobicas o la actividad quimiotactica.
Si bien los cultivos de enriquecimiento en medio liquido han sido
muy utilizados para seleccionar bacterias degradadoras, el aporte
del sustrato en fase sélida podria permitir la seleccién de cepas
con diferentes propiedades degradativas.

En este trabajo se estudid el crecimiento, propiedades
superficiales, actividad quiomiotactica y degradadora de cepas
aisladas de la superficie de una membrana de Teflén con
fenantreno (FE) y pireno (PI) adsorbido, y de 2 aisladas del medio
liquido. Las bacterias F1lll, P3lll y F13(2) se aislaron de la
membrana-PAH, incubada 1 mes a 30°C con el sobrenadante de
una suspension de tierra en medio mineral liquido (MML). Las
bacterias  Sphingomonas  paucimobilis  20006FA  (cortesia
Coppotelli, B.) y MLAmo se aislaron directamente del liquido.
F13(2) y MLAmo (bacilos Gram-positivos mdviles no esporulados),
P3lll (bacilo Gram positivo no mévil esporulado), F1lll y S.p.
20006FA (bacilos Gram negativos mdviles no esporulados)
degradaron FE. Los cultivos P3IIl y F1lll también degradaron PI.
Los cultivos aislados de membrana mostraron mayor velocidad
especifica de crecimiento (> 0,9 h'') en MML-FE que en caldo R3.
Los aislados del medio liquido mostraron p bajos en ambos
medios (< 0.45 h). P3IIl mostrd6 u comparables en ambos
medios. No hubo relacion entre las propiedades de adhesién a
suelo e hidrofobicidad a n-hexadecano entre los cultivos,
obteniéndose rangos de 70-100 % y 1-30 % respectivamente,
sugiriendo que la adhesion a suelo no seria debido a
interacciones hidrofobicas. La marcada adhesion representa una
ventaja selectiva en suelos antiguamente contaminados,
favoreciendo el acceso a los PAH adsorbidos. Los cultivos de la
membrana adhirieron significativamente en poliestireno. La
adhesion a FE y PI, de estos cultivos fue variable, excepto F1lIl.
Los cultivos del medio liquido no mostraron significativos niveles
de adhesion a las superficies analizadas. Todas las bacterias
(mdviles y no moviles) mostraron quimiotaxis hacia FE y P,
propiedad que podria aumentar la eficiencia de degradacion. Se
determind un % de eliminaciéon en MML-FE del 13% para F13(2),
78.5% para MLAmo y 18.5% para S.p .20006FA. En MML-PI, F1lII
eliminé 10.71 %, dato comparable a la eficiencia de eliminacion de
Pl de un consorcio bacteriano y 10-100 veces mayor que otros
cultivos puros. Estos resultados muestran que la técnica de
enriquecimiento con PAH en fase solida permite seleccionar
bacterias con diferentes estrategias promotoras de la
biodisponibilidad a PAH.
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c9 Estudio de la degradacion de hidrocarburos
y respuesta quimiotactica en microorganismos
haldfilos.

D’lppdlito, Sebastian?, Herrera Seitz, K, Studdert, C y De
Castro, R.

Instituto de Investigaciones Bioldgicas, FCEyN, UNMdP, Funes
3250, Casilla de Correo 1245, 4°Nivel, 7600, Mar del Plata.

1: dippolit@mdp.edu.ar

La degradacion de hidrocarburos en presencia de sal resulta
de especial interés para la biorremadiacion de ambientes tales
como salinas y desechos industriales con elevado contenido
de sal. Por otro lado, recientemente se ha planteado la posible
importancia de la quimiotaxis en los procesos de degradativos
ya que podria estimular la velocidad de biodegradacion en
ambientes naturales. El presente trabajo intenta contribuir a la
comprension de factores que pueden influir en la
biodegradacién de hidrocarburos en ambientes salinos. Con
este objetivo, se estudiaron cepas de coleccidn (en su mayoria
haloarqueas) con conocida dependencia a condiciones salinas,
analizando su capacidad de crecer utilizando hidrocarburos
como Unica fuente de carbono. De aquellas cepas que
crecieron utilizando hidrocarburos se estudié también el
comportamiento quimiotactico hacia sus sustratos especificos.
De las cepas testeadas hasta el momento, Haloferax
mediterraneii y Halobacterium salinarum (cepa R1) mostraron
la capacidad de crecer utilizando gasoil como Unica fuente de
carbono, y a su vez ambas cepas mostraron respuestas
quimiotacticas leves hacia esta mezcla de hidrocarburos.

Paralelamente, a partir de una muestra obtenida de un
ambiente salino (marisma de sudeste de la provincia de
Bs.As.) también se obtuvieron microorganismos capaces de
crecer a expensas de gasoil y de responder
quimiotacticamente a estos contaminantes.

Los resultados obtenidos en este trabajo indicarian que los
microorganismos haléfilos son potencialmente Utiles en
procesos de bioremediacion de lugares contaminados con
gasoil y esta habilidad se veria favorecida por el hecho de que
ademas responden quimiotacticamente a los hidrocarburos.

BIOQUIMICA Y BIOLOGIA MOLECULAR

C10  NrfA... (Estas ahi?: buscando a
riboreguladores de Sinorhizobium meliloti.
Patricio Sobrero y Claudio Valverde.

Programa Prioritario de Investigacion sobre Interacciones
Biolégicas - Departamento de Ciencia y Tecnologia -
Universidad Nacional de Quilmes - Roque Saenz Pefa 352,
Bernal, B1876BXD, Pcia. Buenos Aires. E-mail:
cvalver@ung.edu.ar

los

En el escenario de la regulacion de la expresidn génica, las
proteinas ya no son mas los actores principales. Compartiendo
el cartel se encuentran pequefias moléculas de ARN no
traducidas, denominadas sRNAs, que junto a proteinas de
unién a ARN orquestan la Riboregulacion.

Dicha Riboregulacion ocurre, en la mayoria de los
casos, sobre los ARNm blanco como resultado de la
interaccion antisentido con sRNAs, modificando la tasa de
traduccién o estabilidad del mismo. En estas interacciones se
requiere la participacion de una proteina colaboradora
conocida en E. coli como Hfqg. En el genoma del
microorganismo simbidtico de los nédulos radiculares de
alfalfa, Sinorhizobium meliloti 2011, se detecté un ORF de 80
residuos anotado como NrfA con 47% de identidad con Hfq.
Esto sugeriria la existencia en esta bacteria de procesos
regulatorios que involucrarian a NrfA y sSRNAs. Por ello, hemos
comenzado a investigar la expresion y funcién de nrfA en S.
meliloti 2011, asi como la sintesis de SRNAs en esta bacteria
fijadora de nitrégeno en simbiosis.

Para investigar la expresion del gen nrfA, se
construyé una fusién transcripcional de la posible region
promotora y el reportero /acZ. Esta construccion se integré por
simple recombinacion en S. meliloti 2011 para estudiar su
patrén de expresion. Para evaluar la funcionalidad de NrfA en
E. coli, se clon6 nrfA en un vector multicopia bajo el promotor
inducible Piac. Se estudiara la capacidad de complementar una
mutacién hfg en E. coli para la replicacion del fago QB vy la
expresion de rpoS. Para investigar el fenotipo de un mutante
nrfA en vida libre y en simbiosis con las raices de alfalfa, se
construyd un vector para reemplazo génico e introduccién de
una delecién en nrfA y una insercion de un cassefte de
resistencia a kanamicina. Se esta en proceso de seleccion de
dobles recombinantes que hayan sufrido el reemplazo génico.
En paralelo, se ha comenzado a analizar extractos de ARN
total de S. meliloti en geles desnaturalizantes de poliacrilamida
para determinar la expresion de sRNAs. Se presentaran los
resultados preliminares obtenidos para los distintos enfoques
planteados.
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c11 Estudios sobre la regulacion de la expresion
del gen gshB (la glutation sintetasa) de Rhizobium
tropici en condiciones de estrés ambiental.

Muglia, Cecilia 1., Aguilar, O. Mario.

Instituto de Bioquimica y Biologia Molecular, Facultad de
Ciencias Exactas, UNLP. Calle 47 y 115 s/n, 1900 La Plata. E-
mail cmuglia@biol.unlp.edu.ar

Los rizobios son microorganismos del suelo que se asocian
simbidticamente con plantas leguminosas. La acidez del suelo
disminuye la eficiencia de la nodulacién, afectando el
rendimiento de los cultivos. Los microorganismos, frente a las
situaciones de estrés, responden activando mecanismos
genéticos y metabdlicos tendientes a la adaptacion y el
desarrollo en la nueva condicién. Se ha demostrado que el
glutation, en R. tropici, juega un rol importante en la proteccion
frente a diversos estreses ambientales. En particular en
condiciones de acidez, esta bacteria induce un aumento
transitorio de la transcripcion del gen gshB, con un aumento
concomitante en los niveles de glutation intracelulares. Rio
arriba del gen gshB encontramos una secuencia similar a la
descripta para promotores dependientes de ¢70 de R. etli y de
S. meliloti. Un fragmento de 152 pares de bases que la
contiene es suficiente para promover la expresiéon del gen y
para la respuesta positiva en condiciones de acidez. Mediante
ensayos de retardo de la movilidad electroforética (EMSA),
utilizando extractos celulares totales de células incubadas en
condiciones de acidez, se puso en evidencia una proteina que
se une a este fragmento, que no estaria presente en extractos
celulares obtenidos a partir de medio neutro. Este fragmento
comprende una secuencia repetitiva invertida (IR) de 8 pares
de bases, de secuencia CTTGCCGCNsGCGGCAAG, capaz de
formar una estructura secundaria de horquilla con un valor
calculado de AG ~ 9 kcal mol'. Se evalu6 el significado de la
integridad de la secuencia IR, alterando uno de los brazos de
la misma y ensayando la capacidad de unir proteinas de
extractos celulares mediante EMSA. El fragmento asi mutado
que no modifica su movilidad en presencia de extractos acidos
en los EMSA, demostrando que la secuencia repetitiva es
necesaria para la unién especifica a esta proteina.
Proponemos que esta secuencia estaria relacionada con la
unién a una proteina activadora en acidez. Nuestros resultados
sugieren que la transcripcion de gshB ocurre, a pH neutro, a
través de un promotor dependiente de 7%, mientras que, en
condiciones de acidez, actuaria un factor de transcripcion que
se uniria a la secuencia repetitiva invertida, aumentando la
expresion de gshB. Este podria ser la primer descripcién de un
activador de la transcripciéon en acidez encontrado en los
rizobios.

Cc12 Colocalizacion de la expresion de los genes
involucrados en la biosintesis de la sacarosa en
células de filamentos de Nostoc sp. pcc 7120 fijando
dinitrégeno.

Clarisa Marcozzi y Graciela L Salerno; Centro de
Investigaciones Bioldgicas (FIBA), Vieytes 3103, 7600 Mar del
Plata, Argentina cmarcozzi@fiba.org.ar

La sacarosa (Sac) es uno de los disacaridos mas
abundantes en la naturaleza, y hasta el momento, su
presencia se ha descripto en organismos fotosintéticos

oxigénicos, como las cianobacterias y las plantas. Si bien el
metabolismo de la sacarosa ha sido ampliamente estudiado
en plantas, en los organismos procariotas este metabolismo
fue solo recientemente descripto. En Nostoc sp. PCC 7120,
cianobacteria filamentosa fijadora de N2, la sintesis de Sac se
lleva a cabo a través de la accion secuencial de las enzimas
sacarosa-fosfato sintasa (codificadas por los genes spsA y
spsB) y sacarosa-fosfato fosfatasa (codificada por el gen
sppA), y su degradacion puede ser catalizada por las enzimas
sacarosa sintasa (SuSA) o por las invertasas alcalino-neutras
(InvA/B). En cianobacterias, la presencia de Sac ha sido
asociada con el estrés osmoético y salino, y en el caso
particular de las cianobacterias filamentosas, la Sac ha sido
propuesta como molécula de transporte de C durante el
proceso de fijacion de N2 desde las células vegetativas (CV)
al heterocisto (HTC, célula diferenciada para la fijacion del
N2). A pesar que se han presentado algunas evidencias
indirectas que apoyan esta funcién, no se ha demostrado
hasta la fecha que este disacarido fuera la molécula de
transporte de C. Los heterocistos son células heterotréficas
que en el proceso de diferenciacién pierden la capacidad de
fijar Cy, por lo tanto, dependen del suministro de compuestos
carbonados de la célula vegetativa. En nuestro laboratorio se
demostré que el gen spsB se expresa tanto en los HTC como
en las CV. Por el contrario, spsA se expresa principalmente
en las CVs, al igual que susA. El objetivo de este trabajo es
contribuir al conocimiento de la funcién fisiolégica de Sac y su
relacién con la fijacién del nitrégeno. Particularmente, en el
presente trabajo, se analiza la localizacion de la expresion del
gen sppA en filamentos de Nostoc sp. PCC 7120 cultivados
en condiciones diazotréficas. Se generd una construccion que
contiene una fusién transcripcional de la proteina verde
fluorescente (GFP) con la regiéon promotora de sppA. Este
plasmido se transfirio a Nostoc sp. PCC 7120 por conjugacion
con el fin de obtener una cepa mutante para estudiar la
localizacion de su expresion del gen sppA. Teniendo en
cuenta que frente a un déficit de nitrdgeno combinado se
produce la diferenciacion de CVs a HTCs se analizd en el
microscopio de fluorescencia la expresién de sppA en esta
condicion. Se observd emision de fluorescencia de la GFP en
ambos tipos celulares. Esto estaria indicando que SPP
estaria presente tanto en las CVs como en los HTCs
acompafiando las actividades de SPS-A y SPS-B. Por lo
tanto, la coexpresion de spsBy sppA en el heterocisto lleva a
concluir que a pesar de que en su diferenciacion pierden la
capacidad de fijar CO2, mantienen la de sintetizar sacarosa.
Los resultados obtenidos sugieren que la Sac tendria también
una funcién importante en la redistribucion del carbono y en la
asimilacion diazotréfica del nitrégeno en filamentos de Nostoc
sp. PCC 7120.

Financiado por ANPCyT, CONICET, Univ. Nac. de Mar del Plata y
FIBA
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C13 CarO, una proteina de membrana externa
vinculada con la resistencia a carbapenemes, forma
oligémeros en la membrana externa de Acinetobacter
baumannii.

Relling Veronica, Mussi Maria A., Limansky Adriana, y

Viale Alejandro.

IBR (CONICET), Facultad de Ciencias Bioguimicas y
Farmacéuticas, UNR. Suipacha 531. 2000 Rosario,
Argentina. E-mail: relling@ibr.gov.ar

Durante los Ultimos veinte afios las infecciones hospitalarias
producidas por bacterias Gram-negativas multirresistentes se
han incrementado considerablemente hasta convertirse en un
problema significativo. Acinetobacter baumannii (A. baumannii)
es un diplococo Gram-negativo reconocido en la actualidad
como un importante patdgeno nosocomial, asociado a
infecciones de alta morbi-mortalidad como neumonia,
bacteremia e infecciones de la piel y del tracto urinario. La
aparicion de cepas resistentes a antibiéticos p-lactdmicos de
Ultima  generacion como los carbapenemes complica
seriamente la terapéutica. Es por esto que el conocimiento y
caracterizacién de los mecanismos de resistencia exhibidos
por estas bacterias resultan necesarios.

Nosotros hemos demostrado que la resistencia a
carbapenemes en aislamientos clinicos de A. baumannii esta
asociada con la desaparicién de una proteina de membrana
externa (PME), a la que denominamos CarO relacionada con
el influjo de carbapenemes. Determinamos que la ausencia de
CarO en aislamientos resistentes a carbapenemes se debe a
la disrupcion de su gen codificante por elementos de insercion.
Sin embargo, anélisis de las PME de variantes resistentes
mediante SDS-PAGE e inmunodeteccion, asi como
identificacion mediante MALDI-TOF indico la existencia de
variantes de CarO con elevado porcentaje de identidad con la
proteina presente en cepas sensibles. Postulamos entonces
que dichas variantes podrian presentar diferencias en la
especificidad  de CarO hacia carbapenemes u otras
alteraciones funcionales.

Las porinas de ME de bacterias Gram- negativas forman
oligémeros estables incluso en presencia de detergentes como
SDS. Resultd entonces de interés estudiar la estructura
cuaternaria de CarO en la ME de A. baumannii y su posible
influencia en la capacidad de internalizar distintos compuestos.
A tal fin se estudio el estado oligomérico de CarO en cepas
sensibles y resistentes a carbapenemes que presentaban las
distintas variantes mencionadas. Se obtuvieron las PME de
estas cepas y se analizaron en geles bidimensionales SDS-
PAGE. La primera dimension permite separar complejos
proteicos estables en funcién de su tamafio molecular, y la
segunda dimension desnaturalizante permite identificar las
proteinas que forman oligémeros. La presencia de CarO en los
complejos de ME se evidenci6 mediante inmunodeteccion.
Nuestros resultados indican que las variantes de CarO
presentes tanto en cepas sensibles como resistentes forman
complejos en la ME de A. baumannii. Por lo tanto las
mutaciones acumuladas en CarO de variantes resistentes a
carbapenemes no resultaron en una desestabilizacion del
estado oligomérico de esta proteina en la ME bacteriana.

BIOTECNOLOGIA

C14  Estudio de bacterias inmovilizadas como
biocatalizadores  aplicables al escalado de
reacciones de transglicosidacion microbiana.

Nobile, ML3: Lewkowicz, ES?; Iribarren, AM&:P

8Departamento de Ciencia y Tecnologia, Universidad Nacional
de Quilmes, Roque Saenz Pefia 352, (1876), Bernal, Buenos
Aires, Argentina.

b INGEBI (CONICET), Vuelta de Obligado 2490, (1428)
Buenos Aires, Argentina.
e-mail: mnobile@ung.edu.ar

Esta ampliamente difundido en la actualidad el uso
de células enteras de bacterias como biocatalizadores para la
preparacion de una gran cantidad de compuestos de interés
industrial. El desarrollo de un proceso involucra la seleccion
del microorganismo més adecuado mediante técnicas de
screening, la optimizacién de las condiciones experimentales
a escala laboratorio y la adaptacion del biocatalizador al
escalado del mismo.

Con el fin de aumentar la estabilidad y la

productividad del sistema, es usual utilizar al biocatalizador
inmovilizado por metodologias de atrapamiento o
encapsulacién. El biocatalizador asi obtenido puede ser
empleado en reactores de tipos y configuraciones variables
segun las caracteristicas fisicas del polimero utilizado en la
inmovilizacion, permitiendo el uso reiterado del mismo gracias
a la facilidad de recuperacion y separacion del mismo del
medio de reaccion.
En nuestro laboratorio se han seleccionado bacterias capaces
de llevar a cabo reacciones de transglicosidacion para la
obtencion de farmacos de naturaleza nucleosidica y se estan
realizando ajustes y ensayos que permitan llevar a escala
piloto este sistema. Para la inmovilizacién de los
biocatalizadores fueron probadas diversas inmovilizaciones
que involucran soportes poliméricos tanto naturales como
sintéticos, organicos e inorganicos, utilizando metodologias
preexistentes o novedosas. Se realizaron estudios de actividad
enzimatica, resistencia mecanica, capacidad de agregacion,
reuso y caracteristicas morfologicas y fisicas que permitieron
seleccionar el mejor biocatalizador inmovilizado para el fin
requerido.
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C15  Cultivos mixtos: complementacion
metabdlica entre cepas y su relacién con la calidad
final del vino.

Maria Eugenia Rodriguez'4, Raul Barbagelata!, Nora Barda3,
Maria  Rosa  Giraudo?4¢ y  Adriana  Caballero'.
1. Laboratorio de Microbiologia, Facultad de Ingenieria y 2.
Laboratorio de Microbiologia Aplicada, CRUB. Universidad
Nacional del Comahue, Buenos Aires 1400, (8300) Neuquén.
3. Centro de Investigacion y Asistencia Técnica a la Industria,
Asociacion Civil (CIATlac), Villa Regina, Rio Negro. 4.
CONICET. e-mail: mer412@yahoo.com.ar

El uso de cultivos mixtos iniciadores en el proceso de
vinificacidén aparece como una alternativa para la produccion
de vinos con una complejidad aromética similar a los obtenidos
por fermentaciones naturales aunque de calidad controlada. El
objetivo del trabajo fue evaluar el comportamiento en
condiciones de vinificacion de dos cepas indigenas de la
Patagonia norte, Candida pulcherrima Vs y Saccharomyces
cerevisiae MMf9, seleccionadas segun criterios especificos,
con el fin de proponer su uso como cultivo mixto iniciador en
enologia. Se realizaron microvinificaciones (350 mL) con
mostos moscateles sulfitados monoinoculados con cada una
de las cepas y co-inoculados con ambas. En este ultimo caso
cultivos puros de Cp Ve y Sc MMf9 se inocularon en forma
simultdnea o secuencial. La densidad final de los indculos fue
de 1.107 células/mL excepto en la fermentacion simultanea en
la que la densidad de Sc MMf9 fue 1.105 células/mL. La co-
inoculacion secuencial se inicié con Cp Vs seguida de Sc MMf9
(quinto dia). Las vinificaciones se realizaron por duplicado a
18°C. La cinética de crecimiento microbiano se siguié
mediante recuento de UFC/mL en placas de GPY y la cinética
de la fermentacion por grados Brix. La evaluacion fisicoquimica
de los vinos obtenidos (pH, contenido alcoholico, azlcares
reductores totales, acidez total y volatil, SO libre y total) se
realizé conforme a la metodologia propuesta por el I.N.V., la
caracterizacién de sus perfiles aromaticos (esteres, alcoholes
superiores y terpenos) mediante cromatografia gaseosa y su
evaluacion sensorial por personal entrenado del CIATlac- Las
cinéticas de las fermentaciones y los parametros indicativos de
la calidad de los vinos estuvieron todos dentro de los rangos
aceptados como normales para la escala ensayada, excepto
para la vinificacién monoinoculada con Cp Vs que mostré una
cinética de fermentacion detenida. El andlisis de los perfiles
aromaticos de los vinos monoinoculados revelé que en las
condiciones ensayadas la cepa Cp Ve no presenté capacidad
de sintetizar ésteres aunque resultd ser buena productora de
alcoholes superiores, principalmente de alcohol isobutilico y de
2-feniletanol. Adicionalmente mostré capacidad de incrementar
las concentraciones de a-terpineol, nerol y geraniol en el vino.
Por su parte, Sc MMf9 resultd ser buena productora de ésteres
y de alcohol isoamilico. Esta complementariedad metabdlica
se reflejo en la calidad de los vinos obtenidos por inoculacion
secuencial los que presentaron en general, mayores
concentraciones de esteres, alcoholes superiores y terpenos
totales que los obtenidos por monoinoculacion con Sc MMf9, y
en particular, concentraciones significativamente superiores de
2-feniletanol y a-terpineol, dos compuestos aromaticamente
relevantes. Adicionalmente estos vinos presentaron las
mejores caracteristicas sensoriales distinguiéndose por sus

intensos aromas frutales (banana y anana) y florales (rosas y
fresias).

C16  Caracterizacion molecular de
microorganismos marinos con potencial interés
biotecnologico.

Cristébal, Héctor A."; Alejandra M. Lopez?; Javier D. Breccia' y
Carlos M. Abate?23

PROIMI - CONICET Av. Belgrano y Pje. Caseros (4000).
2Fac. de Bqca., Qca. y Fcia. 3Fac. de Cs. Naturales. UNT.
Tucuman, Argentina. cabate@proimi.org.ar

Los estudios y el interés comercial de la mayoria de las
enzimas producidas a partir de microorganismos marinos han
intensificado la bUsqueda de nuevas especies como asi
también el desarrollo de su potencial tecnolégico. Por lo tanto,
se plantean nuevos objetivos e interrogantes a partir de la
biodiversidad microbiana como fuente de potencial econdmico.
El objetivo del presente trabajo fue la caracterizacion
taxondmica de microorganismos marinos aislados de la region
subantartica y determinacién de actividades enzimaticas de
interés industrial. Las muestras fueron obtenidas a partir de
distintas zonas costeras del Canal de Beagle (Tierra del
Fuego, Argentina). Los microorganismos fueron aislados tras
crecer en medios complejos (Peptona 0,05 g L, Extracto de
Levadura 0,05 g L, cloruro de sodio 20 g L") conteniendo
como principal fuente de carbono: xilano, celobiosa, leche,
quitina. La combinacién de diferentes técnicas moleculares,
tales como la amplificacién de la regién intergénica 16S - 23S
(ITS), amplificacién y secuenciacion de genes 16S ADNr y
genes housekeeping tales como el gyr-B; analisis ARDRA y
RFLP realizados en ambos genes respectivamente; permitid
establecer patrones de bandas que posibilitaron identificar y
clasificar diferentes cepas como correspondientes a los
géneros Pseudomonas, Shewanella, Halomonas, Serratia,
Pseudoalteromonas,  pertenecientes a la  subclase
Proteobacteria. A través de amplificacion por PCR 'y
secuenciacion se logré obtener fragmentos de 1.500 y 1.200
pb de los genes 16S ADNr y gyrB respectivamente. Las
relaciones filogenéticos de los distintos grupos fueron
establecidas a través de arboles filogenéticos utilizando los
programas DNA-Man y Mega3. Por otro lado se caracterizé las
siguientes enzimas activas en frio: beta-glucosidasas,
xilanasas, proteasas y quitinasas, presentes en gran nimero
de los microorganismos aislados.

Las bacterias marinas constituyen un grupo heterogéneo de
microorganismos, los cuales estan siendo estudiados para
mejorar los conocimientos sobre la fisiologia, bioquimica,
genética molecular y de esta forma comprender el papel que
cumple en el medio ambiente. Muchas investigaciones han
sido realizados para examinar la biotecnologia de enzimas
producidas por estos microorganismos marinos, tales como
xilanasas, celulasas, proteasas, beta-glucosidasas, alfa-
rhamnosidasa, etc.; observando que las mismas presentan
importantes aplicaciones a nivel industrial.
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INTERACCIONES ENTRE MICROBIOS Y
OTROS ORGANISMOS // BIOQUIMICA
Y BIOLOGIA MOLECULAR

C17  T-DNA transfer and integration analysis in
the genome of the ectomycorrhizal symbiont
Laccaria bicolor.

Kemppainen M, Duplessis S2, Martin F2 & Pardo AG!
'Programa de Investigacion en Interacciones Bioldgicas,
Universidad Nacional de Quimes. B1876BXD Bernal,
Provincia de Buenos Aires, Argentina. 2 INRA-Nancy 54280
Champenoux, France. E-mail: apardo@unq.edu.ar

Agrobacterium-mediated gene transfer (AMT) is currently opening
a new era for fungal genetics. As whole genome sequences of
several fungi are being released, studies about T-DNA integration
patterns are needed in order to understand the integration
mechanisms involved and to evaluate the AMT as an insertional
mutagenesis tool for different fungal species. One of the
outcoming genomes belongs to the homobasidiomycete Laccaria
bicolor, an ectomycorrhizal fungus that forms symbiosis with
several economically important tree species. This is the first
mycorrhizal fungus to be sequenced. Laccaria bicolor was also
recently transformed via AMT (Kemppainen et al. 2005) and the
fact that its genomic sequence is becoming available makes this
fungus an excellent model for studying T-DNA integration in
symbiotic fungi. Here we present data on the integration pattern
and conservation of the border regions of the T-DNAs in Laccaria
bicolor genome obtained via a plasmid rescue approach. The
plasmid-rescue binary vector was constructed using pBGgHg. The
orginal sGFP-box was removed from the T-DNA with Sacl and
Xbal and ligated to pBluescript KS+ (Stratagene) creating the
ampicillin rescue-plasmid pHg/pBks where the right border (RB)
can be rescued with Sacl. Laccaria bicolor S238N was
transformed with A. tumefaciens AGL1 carrying the pHg/pBks
according to Kemppainen et al. (2005). Genomic DNA of wild type
and 51 transformed Laccaria lines was analysed for the presence
of hph- and amp- transgenes by PCR. One to 3 ug of gDNA of
transformed and PCR positive fungal lines were digested with
Sacl. The cut DNA was self-ligated, electroporated into E. coli and
bacteria were plated on LB media supplemented with ampicillin.
Up to 8 ampicillin resistant bacterial colonies were picked up from
each plasmid-rescued Laccaria line and a plasmid linearization
test was carried out with Sacl. Rescued plasmids were
sequenced for resolving the RB-gDNA junctions with the Post-RB
primer. The sequences were analyzed for the T-DNA-gDNA
junctions and ran against Laccaria genome in the JGI genome
portal  (http://shake.jgi-psf.org/Lacbi1/Lacbi1.home.html).  We
showed that the plasmid rescue method can be used for resolving
T-DNA integration sites in Laccaria genome. With the presented
protocol we were able to rescue 74% of analyzed fungal lines and
62% could be sequenced with the Post-RB primer. The RB was
shown to conserve well during transformation of Laccaria bicolor.
The integration site analysis showed no clear sequence homology
between different sites or the sites and the T-strand border
sequences indicating non-homologous and random integration of
the transgenes. Majority (74%) of integrations were located in
potentially transcribed sites (interrupted ORFs or their upstream
and downstream elements). Among these there were genes with
proposed protein functions belonging to several cellular functional
groups. Our results demonstrate that Agrobacterium- mediated
transformation can be used for gene validitation in Laccaria.

C18  Participacion de la cadena O del LPS y la
celulosa en las interacciones celulares de rhizobium
leguminosarum bv. viciae durante la formacion de
biofilms.

Daniela M. Russo, Diana M. Posadas, Maria Pia Brucini,
Edmar Kannenberg (*), J. Allan Downie (**) y Angeles
Zorreguieta.

Fundacién Instituto Leloir, Conicet y FCEN-UBA. Av. Patricias
Argentinas 435. Bs As. Argentina. (*) University of Turbingen.
Alemania. (**) John Innes Centre. Reino Unido.
drusso@leloir.org.ar

Hemos estudiado la capacidad formadora de biofilms
del simbionte R. leguminosarum bv. viciae in vitro, utilizando
camaras de cultivo con base de borosilicato para observar las
etapas de su desarrollo por microscopia confocal. Este proceso se
inicia con el anclaje de las bacterias al soporte abidtico a través
de los polos, contintia con la formaciéon de microcolonias y el
establecimiento de interacciones laterales y polares estrechas en
forma de racimos para finalmente alcanzar una estructura con
canales de agua. Basados en estudios genéticos propusimos un
modelo para su formacién in vitro en el cual el exopolisacarido
acidico participa en el anclaje al soporte y forma parte de la matriz
extracelular. La modificacién de la longitud de sus cadenas
mediante las glicanasas B 1, 4 PlyA y PlyB favoreceria el
desarrollo de una estructura madura en etapas tardias. Asimismo,
otras proteinas extracelulares tipo adhesinas dependientes del
sistema de secrecion tipo | PrsD-PrsE participarian en las
interacciones celulares.

Para completar este modelo, estudiamos dos

polisacaridos de superficie involucrados en las interacciones entre
el simbionte y la planta hospedadora, el lipopolisacarido (LPS) y
las fibrillas de celulosa. Dos mutantes del LPS, B772 y B773,
generadas por mutagénesis al azar por transposicién fueron
caracterizadas genéticamente. La insercion del Tnb ocurrié en el
gen de una putativa galactosil transferasa A (IpcA) involucrada en
la biosintesis del core del LPS en B772 y en el gen de una
hipotética GDP-manosa dehidratasa responsable de la sintesis
del precursor de la ramnosa (lpsR) del antigeno O en B773. El
analisis por SDS-PAGE del LPS determind que ambas mutantes
son deficientes en la cadena O aunque mostraron diferente
fenotipo de biofilm in vitro. La mutante JocA interaccion6 a través
de los polos, y no presentd uniones laterales, siendo incapaz de
anclarse al soporte y formar un biofilm, mientras que IpsR
establecié interacciones celulares sin evidente alteracion en el
anclaje ni en la estructura. Ademas, IpsR formé agregados
celulares macroscopicos en el seno del cultivo que fueron
disgregados con celulasa y mostré intensa coloracion de las
colonias con rojo congo, lo que sugirid la participacion de la
celulosa. Por interrupcion del gen de la celulosa sintetasa celA y
tincién con congo se demostrd que la biosintesis esta reprimida
en la cepa silvestre e inducida en JpsR, y que participa en las
interacciones celulares suprimiéndose la formacion de agregados
en IpsRcelA. Sorprendentemente, las interacciones que presentd
esta doble mutante fueron similares a B772 |pcA, formando
cadenas de células en zig-zag, con ausencia de uniones laterales
e incapacidad de desarrollar un biofilm. Esto indica que la
induccion de la sintesis de celulosa suprime el defecto en el
antigeno O en IpsR.
Estos resultados sugieren la participacion de la cadena O del LPS
en la adhesion al soporte, el establecimiento de interacciones
celulares laterales y la formacién del biofilm tipico. Asimismo, la
induccion de la sintesis de celulosa influiria en las propiedades de
adhesion entre bacterias.
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C19  The polyhydroxybutyrate genes of an
antarctic Pseudomonas strain are situated within a
genomic island-like region.

Nicolas D. Ayub*, M. Julia Pettinari, Beatriz S Méndez and
Nancy I. Lépez

Dpto. de Quimica Bioldgica, Facultad de Ciencias Exactas y
Naturales, Universidad de Buenos Aires. Ciudad Universitaria.
1428- Buenos Aires.

* E-mail: nicoayub@qpb.fcen.uba.ar

Polyhydroxyalkanoates (PHAs) are carbon and
energy storage compounds that are accumulated by bacteria
under unfavorable conditions. Accumulation and degradation of
PHAs endows bacteria with enhanced survival, competition
abilities and stress tolerance, increasing fitness in changing
environments. Recently, we analyze the phaRBAC operon
responsible for the synthesis of polyhydroxybutyrate (PHB) in
Pseudomonas sp. 14-3, a strain isolated from Antarctic
environment, which shows high stress resistance in association
with high PHB accumulation.

Based on physiological and genetic studies of Pseudomonas
sp. 14-3 and its PHB accumulation capability, an uncommon
feature in Pseudomonas species, we hypothesized that the
increased fitness found in this strain, associated with high PHB
production, is due to the acquisition of foreign PHB genes,
included in a genetic element similar to genomic islands. This
is the first time that PHB genes are found in this kind of genetic
element.

The phaRBAC cluster from Pseudomonas sp. 14-3 was found
within a large genetic element (32,3 kb). We identified 28 ORFs
in this element. Functional assignment was possible for 23 of
the ORFs. The region contains a phage integrase at its left
end, followed by two ORFs related with DNA transfer. ORF7,
situated upstream of the PHB cluster, was a sodium/glutamate
symporter. Downstream of the PHB cluster and in the same
orientation, we found a complete Type | protein secretion
system composed of 4 ORFs. The right side of this region
contained a high percentage of mobile elements or proteins
associated with them. Several proteins: an integrase, ParA,
TraF, ORF20, ORF27 (helicase) and ORF28 (nuclease) were
found to be highly similar to proteins found within genomic
islands. The average percent G+C content was 58.8%, close to
that of the genus Pseudomonas, but it was not uniform. The
heterogeneity within the region involving the PHB genes was
due to a different %GC between phaRBC (57%) and phaA
(67%), indicating that phaBAC is a mosaic operon.
Phylogenetic trees for PHB proteins showed that PhaA of
Pseudomonas sp. 14-3 has a different origin than PhaB and
PhaC. In previous works we analyzed the role of pha genes in
bacterial survival and stress resistance. These results suggest
that horizontal gene transfer of pha genes is a mechanism of
adaptability to changing environments.
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BACTERIAS DEL ACIDO LACTICO

P1 La fermentacion de soja con Lactobacillus
fermentum CRL 722 disminuye la producion de
hidrégeno asociada a su consumo.

Jean Guy LeBlanc!, Fernando Sesma', Jean-Christophe
Piard2, y Graciela Savoy de Giori'?

1-Centro de Referencia para Lactobacilos (CERELA-
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2- Unité des Bactéries Lactiques et Pathogénes Opportunistes
INRA. Jouy-en-Josas, Francia

3-Universidad Nacional de Tucuman (UNT). Fac. Bqca., Qca. y
Fcia. Cat. Microbiologia Superior.

Estaquiosa y rafinosa, a-galactooligosacaridos (a-GOS)
presentes en productos de soja, frecuentemente resisten la
digestion y la absorcion en el intestino delgado ya que los
animales monogastricos (incluyendo los humanos) no poseen
la enzima a-galactosidasa (a-Gal) necesaria para hidrolizarlos.
En consecuencia, los a-GOS alcanzan el intestino grueso
donde son fermentados por la microbiota colénica produciendo
gases (CO2, Ha y CH4) los cuales pueden provocar efectos
fisiologicos indeseables (hinchazén abdominal, flatulencias,
nauseas y diarreas) en individuos sensibles. Microorganismos
con actividad a-Gal constituyen una alternativa promisoria para
eliminar a-GOS de los productos de soja. Estudios previos en
nuestro laboratorio mostraron que Lactobacillus (L.) fermentum
CRL 722 posee elevada actividad a-Gal y puede, mediante
fermentacion, degradar estaquiosa y rafinosa. El objetivo de
este trabajo fue evaluar la capacidad de L. fermenfum CRL
722, utilizada como cepa iniciadora, de disminuir la produccion
de gases normalmente asociada al consumo de a-GOS
presentes en leguminosas como la soja. Para ello, se puso a
punto un sistema modelo animal constituido por ratas
monoxénicas (conteniendo una cepa comensal de Clostridium
butyricum) colocadas en camaras respiratorias con un circuito
de aire cerrado, lo que permite registrar los gases resultantes
de la fermentacion colonica. Este sistema fue validado
mediante inoculacion intragastrica de extracto acuoso de soja
(control positivo) o el mismo tratado con a-Gal comercial a fin
de degradar los a-GOS (control negativo). Los resultados
indicaron que el extracto de soja indujo una significativa
produccién de gas (hidrogeno) en las ratas no observandose lo
mismo con el producto de soja tratado enzimaticamente.
Utilizando este modelo, se demostré que L. fermentum CRL
722 fue capaz de disminuir la produccion de gases asociada a
la presencia de a-GOS en soja ya que las ratas que recibieron
el sustrato fermentado con esta bacteria lactica mostraron una
produccién de hidroégeno significativamente menor a aquellas
alimentadas con el producto sin fermentar. L. fermentum CRL
722 podria usarse como organismo modelo para la seleccion
de cepas con actividad o-Gal las cuales podrian prevenir la
produccion de gas asociada al consumo de numerosos
productos alimenticios derivados de legumbres como es la soja
que contiene elevadas concentraciones de a-GOS.

P2 Caracterizacion inmunoquimica de proteinas
de capa-s de Lactobacillus kefir. diferencias con L.
parakefiry L. brevis.

Serradell, MA'23; Mobili*4, P; Garrote, GL'%#; Abraham, AG';
Fossati, CA%4; De Antoni, GL'%,

1) Centro de Investigacién y Desarrollo en Criotecnologia de
Alimentos (CIDCA); 2) Catedra de Microbiologia, Cs Exactas,
UNLP; 3) Céatedra de Inmunologia, Cs Exactas, UNLP; 4)
CONICET; 5) CICPBA: maserr@biol.unlp.edu.ar

La capa-S es una estructura superficial cristalina bidimensional
formada por subunidades constituidas por una o dos proteinas
o glicoproteinas, unidas entre si de manera no covalente. Se
ha sugerido la participacién de la capa-S en la adherencia de
diferentes especies de lactobacilos a células de epitelio
intestinal y a componentes de matriz extracelular. Estudios
previos realizados por nuestro laboratorio demostraron
mediante SDS-PAGE y microscopia electrénica de trasmision,
la presencia de capa-S en lactobacilos heterofermentativos
aislados de kefir. Dichas cepas presentan diferentes
propiedades de superficie por lo que nos planteamos como
objetivo caracterizar las proteinas de capa-S diferentes
lactobacilos empleando anticuerpos especificos.

Con tal fin, se obtuvieron dos antisueros en conejo
empleando como inmundgenos las proteinas de capa-S de L
kefir CIDCA 8321 aislada de granulos de kefir (Ac21) y L brevis
ATCC 8287 (Ac87) respectivamente. ElI Ac21 mostro
reactividad por ELISA e inmunoblotting frente a proteinas de
capa-S de distintos aislados de L kefir y L parakefir, pero no
frente a L brevis. De la misma manera el Ac87 mostrd
reactividad por dot-blot frente a proteinas de capa-S de L
brevis, mientras que no lo hizo frente a las de L kefir.

Por otra parte, se obtuvieron 3 anticuerpos

monoclonales (1F8, 4H6 y 5F8) especificos de capa-S de L
kefir CIDCA 8348. Se observd que dichos anticuerpos
monoclonales presentan perfiles de reactividad diferentes tanto
por ELISA como por inmunoblotting frente a proteinas de capa-
S de distintos aislados de L kefir y no reaccionan con proteinas
de capa-S de L brevis. Resultados similares se obtuvieron al
realizar ensayos de dot-blot con bacteria entera.
Por lo tanto, los resultados obtenidos indican la presencia de
epitopes de reactividad cruzada entre proteinas de capa-S de
L kefir y L parakefir, pero no con capa-S de L brevis.
Asimismo, los distintos perfiles de reactividad de los
anticuerpos monoclonales frente a los aislados de L kefir
sugieren la existencia de diferencias estructurales entre las
proteinas de capa-S dentro de la misma especie, las cuales
parecerian correlacionar con diferencias en las propiedades de
superficie de los aislados estudiados.
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INTERACCIONES ENTRE MICROBIOS y
OTROS ORGANISMOS

P3 Estudio de complementacion fisioldgica para
la nodulacion entre Frankia y plantas actinorricicas
heterélogas.

Luciano A. Gabbarini y Luis G. Wall

Programa de Investigacion en Interacciones Bioldgicas,
Departamento de Ciencia y Tecnologia, Universidad Nacional
de Quilmes, Saénz Pefia 352, Bernal (B1876BXD), Buenos
Aires, Argentina.

Se denomina simbiosis actinorricica a la relacion que se
establece entre bacterias Gram positivas del género Frankia y
plantas, en su gran mayoria lefiosas, distribuidas en 200
especies, 25 géneros y 8 familias. La simbiosis desarrolla un
nddulo radicular, dentro del cual la bacteria fija nitrégeno
atmosférico. Se han descrito dos mecanismos de infeccion por
los cuales Frankia ingresa a la planta: infecciones
intracelulares a través de pelos radiculares deformados e
invasiones intercelulares en las cuales Frankia ingresa
degradando laminilla media. La simbiosis actinorricica
presenta fenomeno de reconocimiento que definen grupos de
inoculacién cruzada. El conocimiento de sefiales difusibles en
esta simbiosis es muy escaso y muy limitado. La coinoculacion
sobre D. trinervis de BCU110501 (infectiva en D. trinervis) con
concentraciones crecientes de Arl3 (infectiva en A. acuminata)
conduce a un disminucion en el tiempo inicial de nodulacion y
una aumento en el nimero final de nédulos. Por el contrario, la
coinoculacion sobre A. acuminata de Arl3 (infectiva en A.
Acuminata) con concentraciones crecientes de BCU110501
(infectiva en D. trinervis) sobre A. Acuminata conduce a un
acortamiento en el tiempo necesario para la aparicion del
primer nodulo pero a un menor nimero final de nédulos por
planta. BCU110501 deforma pelos radiculares e induce
division celular en la corteza de A. Acuminata en forma similar
a Arl3. Analizando la infectividad del machacado de nddulos
coinoculados, sobre ambas plantas por separado, y por otro
lado analizando el RFLP de la region intergénica 16s - 23s
amplificada por PCR de DNA extraido de vesiculas separadas
de nodulos, se concluye que no existiria coinfeccion en los
nodulos coinoculados. Se disefiaron luego una serie de
experimentos para estudiar posibles complementaciones
fisiolégicas para obtener una nodulacién heteréloga (por
definicion y origen de los aislamientos). Los intentos utilizando
la coinoculacion con factores difusibles de Frankia o de la
planta no dieron resultados positivos para la infeccion y
nodulacién de la cepa no infectiva, en ninguna de las plantas
actinorricicas ensayadas, Alnus acuminata o Discaria trinervis.
Estos resultados plantean la existencia de factores
superficiales de Frankia necesarios para el reconocimiento. En
su conjunto, los resultados obtenidos sugieren que
BCU110501 y Arl3 poseen algunas sefiales difusibles de
interaccion con la planta comunes, pero no comparten una
sefial especifica de reconocimiento necesaria para la infeccion
y ocupacion del nédulo que no seria facilmente transferible en
frans.

P4 Estudios sobre la funcion y regulacion de la
porina OprF en Fseudomonas fluorescens CHAQ.
Maria Cecilia Alvarez Crespo y Claudio Valverde.

Programa Prioritario de Investigacion sobre Interacciones
Biolégicas - Departamento de Ciencia y Tecnologia -
Universidad Nacional de Quilmes - Roque Saenz Pefa 352,
Bernal, B1876BXD, Pcia. Buenos Aires. E-mail:
cvalver@ung.edu.ar

Pseudomonas fluorescens CHAQ es una rizobacteria, capaz de
proteger a diferentes plantas de cultivo de enfermedades de la
raiz provocadas por hongos patdgenos. Esta proteccion es
posible, a través de la produccién de metabolitos secundarios
que se encuentran sometidos a un control estricto por la
cascada global de regulacion post-transcripcional Gac/Rsm. El
sistema de dos componentes GacS/A activa la transcripcion de
tres pequefios ARN regulatorios (RsmX/Y/Z) que antagonizan
el efecto represor de las proteinas de union a ARN RsmA/E
sobre los sitios de unién a ribosoma (RBS) de los ARNm
regulados. En base a la secuencia minima de reconocimiento
en torno al RBS requerida para la regulacion del operon
henABC (regulado por Gac/Rsm), se detect6 en una busqueda
en el genoma de P. fluorescens Pf5 un motivo secuencial
alrededor del RBS del gen oprF, que codifica la proteina
mayoritaria de membrana externa, altamente conservada en
Pseudomonas. Es una porina inespecifica, involucrada en el
mantenimiento de la estructura celular y en el crecimiento en
condiciones de baja osmolaridad. Ademas presenta
caracteristicas de adhesina interviniendo en la adhesién a
diferentes superficies seglin la especie, como células
epiteliales de pulmén y a raices de trigo.

Para determinar si en P. fluorescens CHAQ OprF
interviene en la adhesion y colonizacion de raices, se obtuvo el
mutante oprF ARQ22. La comparacion del patron de proteinas
de CHAO y ARQ22 en SDS-PAGE vy la identificacion mediante
MS-MALDI-TOF luego de digestion triptica, reveld que OprF es
la proteina mas abundante en la membrana externa de CHAO.
El mutante oprF presentd menor longitud celular y menor tasa
de crecimiento en medio minimo, respecto a CHAQ. Ensayos
preeliminares mostraron que la adhesividad de ARQ22 a
raicillas de pepino (una especie protegida por CHAQO contra el
oomicete Pythium ultimum) fue significativamente menor que la
de la cepa silvestre CHAQ.

Para analizar si el gen oprF se encuentra bajo control
del sistema global Gac/Rsm, se determiné la expresion de una
fusion oprF-lacZ en derivados de CHAO mutados en
diferentes efectores de la cascada. Si bien el patron de
regulacion de oprF presenté semejanza a lo esperado para un
ARNm bajo el control de Gac/Rsm, la magnitud fue mucho
menor. La introduccién de una Unica sustitucion A>C en la
secuencia lider de oprfF, de manera de obtener una homologia
total con la region blanco del operdn hcnABC, puso a la fusion
mutante bajo un control estricto por parte del sistema
Gac/Rsm. Este cambio de comportamiento podria estar
relacionado a la formacién de una estructura secundaria local
con mayor estabilidad. Esto sugiere, que la similitud de
secuencia no es un requisito suficiente para la regulacion por
Gac/Rsm, sino que existiria un requerimiento de estructura
secundaria en la regién préxima al sitio de union ribosomal del
ARNm para ser reconocidos con mayor eficacia por las
proteinas represoras RsmA/E.
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P5 Las terpenos ciclasas son promovidas por
Trichoderma harzanium en tres especies aromaticas
autoctonas de argentina.

Ana C. Cohen, Mariela A. Pontin y Patricia N. Piccoli

Cat. Quim. Org. Y Biologica, Fac. Cs. Agrarias-CONICET,
Univ. Nac. Cuyo, Alte. Brown 500, M5528AHB, Chacras de
Coria. Email: ppiccoli@fca.uncu.edu.ar

Las plantas medicinales y aromaticas son econémicamente
importantes, con un incremento exponencial de la demanda
mundial. En Argentina, se han identificado 66 especies
autoctonas con propiedades arométicas y medicinales. Los
componentes quimicos de interés farmacéutico-culinario de
aromaticas se dividen en dos clases segUn su origen
biosintético: 1) terpenos, originados por la via isoprenoide y 2)
fenilpropanos, compuestos aromaticos que forman los aceites
esenciales provenientes de la via del &cido shiquimico. Los
terpenos estan formados por unidades isopreno siguiendo dos
vias, a partir de via acido mevalonico (MAV) y via deoxi-
xilulosa 5-fosfato (DOXP/MEP). Estos compuestos son
importantes ademas como agentes de resistencia a
patbégenos, antibiéticos o agentes antitumorales. Se ha
establecido que su sintesis estd regulada por dos tipos de
enzimas elicitadas alternativamente, las sesquiterpeno-
ciclasas (TPS) y las esqualeno-sintasas (ES). Via MVA,
mediante una cascada de reacciones, el FPP producido
mediante las TPS da origen a sesquiterpenos tipo fitoalexinas
y escualeno, principal intermediario en la sintesis de esteroles,
via escualeno sintasa. Ante factores bidticos la planta
reacciona elicitando fitoalexinas e inhibiendo la sintesis
alternativa de las escualeno sintasas.

Por ofra parte, se sabe que Thrichoderma harzianum, hongo
endofitico de plantas, inhibe el crecimiento de patégenos de
suelo como Fusarium sp., Alternaria sp., Phytophthora sp y
Moniliophthora sp.

En N. tabacum y L. esculentum, ante el ataque de un patégeno
se elicitan enzimas relacionadas a mecanismos de defensa por
parte de la planta como la fenilalanina-amonio-liasa y las
sesquiterpeno ciclasas. En resultados previos encontramos
que esto ocurre en desmedro de la produccion de esteroles
por inhibicion en la actividad escualeno sintasa. Este trabajo se
centra en fres especies con propiedades nutracéuticas
interesantes para su estudio: Achyrocline satureoides
(marcela), Marrubium vulgare (yerba del sapo) y Verbascum
fapsus (ambay). El objetivo fue evaluar la actividad
sesquiterpeno-ciclasas y los cambios en el nivel de
transcriptos en las tres especies aromaticas ante T. harzanium.
Plantas de A. satureioides, M. vulgare y V. tapsus, de 30 dias
se inocularon con T. harzanium y a las 24 h se alimentaron con
SH-FPP. A 0, 3, 6, 12, 18, 21, 24 y 32 h, se analiz6 la
proporcion de sustrato convertido en esteroles o terpenos tanto
en presencia como en ausencia del hongo. El tratamiento con
Trichoderma promovid la sintesis de terpenos en detrimento de
esteroles, de igual modo que escualestatina, un inhibidor de la
sintesis de los ultimos. Asimismo, el nivel de sus transcriptos,
como RNA total aumenté significativamente entre las 3y 6 h
de la inoculacion fungica, mientras que no varid en los
tratamientos con escualestatina. Los resultados sugieren que
T. harzianum promueve la sintesis de sesquiterpenos, tanto de
modo indirecto al inhibir la actividad escualeno-sintasa, como
promoviendo las sesquiterpeno-ciclasas.

P6 Efecto de la inoculaciéon con Azospirillum
sobre las comunidades bacterianas asociadas a la
rizosfera de distintos genotipos de tomate
(Lycopersicon esculentum).

de Estrada, Mercedes; Soria, Marcelo A.; Correa, Olga S.
Cétedra de Microbiologia Agricola, Facultad de Agronomia.
UBA. Av. San Martin 4453. Bs. As. estradam@agro.uba.ar

La introduccién de una bacteria promotora del crecimiento,
como lo es Azospirillum brasilense, puede modificar la
composicion de las comunidades microbianas asociadas a la
rizosfera de las plantas debido, principalmente, a las
relaciones de competencia que se establecen entre los
microorganismos para lograr la colonizacion del ambiente
rizosférico. Los objetivos de este trabajo fueron comparar los
perfiles metabdlicos de las comunidades microbianas
asociadas a las rizosferas de tomate cherry y redondo vy,
evaluar el impacto que tienen diferentes cepas de A
brasilense sobre esas comunidades microbianas. Se realizé un
ensayo en el cual semillas de tomate cherry y redondo fueron
inoculadas con cultivos de distintas cepas (Sp 7, BNM 65,
BNM 227 (Az 39) y Sp 245) de 48 h de crecimiento, llevados a
una Asoo 0.5. Las semillas fueron sembradas en bandejas con
sustrato no estéril de tierra-arena (80:20). Luego de 40 dias de
crecimiento en camara, se obtuvieron los extractos rizosféricos
de cuatro plantas por cada tratamiento. Los extractos se
incubaron por 18 h, luego de lo cual, se sembraron en
Ecoplacas Biolog®, a fin de evaluar la utilizacion de 31
sustratos carbonados y obtener el perfil metabdlico de cada
comunidad microbiana (CLPP). Las placas se incubaron en
estufa a 28°C, se hicieron lecturas de Asoo cada 12 h y se
realizd un andlisis de Componentes Principales de los
resultados obtenidos. Se encontraron diferencias en los CLPPs
asociados a cada genotipo. La inoculacién con las diferentes
cepas tuvo un efecto mayor en tomate redondo que en cherry,
en el cual los perfiles metabolicos generados por los
tratamientos mostraron una mayor similitud con respecto al
control. Los CLPPs asociados a los tomates inoculados con la
cepa Sp 245 fueron similares a los controles en ambos
genotipos. En cuanto a las cepas Sp 7, BNM 227 y BNM 65
produjeron cambios en la comunidad del tomate redondo pero
no en el caso del tomate cherry. Los CLPPs de las plantas
inoculadas con las cepas BNM 227 y BNM 65 fueron similares
en ambos genotipos, mostrando una gran estabilidad. También
se evalud el peso seco de las plantas y, si bien no se
encontraron diferencias significativas, en tomate redondo las
plantas inoculadas tuvieron un aumento de alrededor del 20 %.
Para tomate cherry la respuesta fue mas erratica, las cepas Sp
245 y BNM 65 tuvieron un leve efecto negativo, disminuyeron
el peso en aproximadamente el 4%, en tanto que las cepas Sp
7 y BNM 227 no lo modificaron. En base a los resultados
obtenidos, podemos concluir que cada genotipo de tomate
tiene asociadas comunidades microbianas diferentes. Existiria
una interaccion cepa-genotipo, la inoculacién con una misma
cepa puede tener diferentes efectos sobre las comunidades
microbianas asociadas a cada genotipo. Por otro lado hay
cepas, como la BNM 227 y BNM 65, que anulan el efecto del
genotipo.
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P7 Caracterizacion de
asociados a semillas de arroz.
Dante E. Ruiz, Luis G. Wall y Claudio Valverde.

Programa Prioritario de Investigacion sobre Interacciones
Biologicas - Departamento de Ciencia y Tecnologia -
Universidad Nacional de Quiimes - Roque Séaenz Pefia 352,
Bernal, B1876BXD, Pcia. Buenos Aires. E-mail:
cvalver@ung.edu.ar

microorganismos

Los microorganismos endéfitos (bacterias y hongos)
son aquellos que viven la mayor parte de sus vidas en los
tejidos de las plantas que colonizan, sin provocarles un dafio
aparente. Por otra parte, las bacterias denominadas PGPR
pueden tener efectos beneficiosos sobre las plantas afectando
al crecimiento o la salud del huésped a través de sus
interacciones con las raices que colonizan. En este trabajo, se
presentaran los resultados preliminares de la caracterizacion
de la flora bacteriana presente en semillas de arroz que se
utilizan en cultivos de nuestro pais.

En general, los enddfitos de arroz descriptos
previamente se han obtenido a partir de raices o tejido aéreo, y
son escasos los estudios de enddfitos en semillas. La
colonizacion de las semillas puede ser una estrategia para
asegurar la transmision vertical de enddfitos. En un trabajo
previo, reportamos el aislamiento de dos cepas de Pantoea sp.
obtenidas de semillas esterilizadas superficialmente 'y
germinadas con cascara de arroz var. CT6919, y su capacidad
de colonizacién de las raicillas de arroz. Se comprob¢ la
presencia de una variada flora bacteriana en macerados de
semillas esterilizadas superficialmente con cascara en ofras
variedades de arroz (PUITA, CAMBA, IRGA 417, RP2 y PASO
144), pero no fue posible recuperar colonias bacterianas
cuando las semillas se esterilizaron sin cascara. Esto indicaria
que la colonizacién de las semillas parece ser un fenémeno
comun en esta especie vegetal. Nos interesa conocer si las
especies presentes en las semillas confieren alguna ventaja al
momento de la germinacion y en el desarrollo temprano de los
plantines de arroz (efectos PGPR). Las semillas de arroz
podrian obtener beneficios al portar enddfitos que se
convierten en los primeros organismos en hacer contacto con
las raices emergentes durante la germinacion, permitiendo una
rapida colonizacién del sistema radicular. Por ejemplo, las
semillas de arroz CT6919 germinadas con cascara son
capaces de resistir el ataque del hongo Curvularia sp. (aislado
a partir de CT6919) in vitro, pero las semillas germinadas sin
cascara se muestran indefensas al mismo aislamiento fingico.
Por ello, se extendié la caracterizacion de los microorganismos
presentes en un macerado de semillas de arroz CT6919
esterilizadas con cascara. Se obtuvieron 16 aislamientos de
crecimiento rapido (24-48 hs) y 16 aislamientos de crecimiento
mas lento (48-96 hs). Ademas de registrar sus caracteristicas
morfotipicas y la produccién de acilhomoserina lactonas
(AHLs), se analiz6 la capacidad diazotréfica (crecimiento en
medio libre de N), de solubilizacién de fosfato de calcio, y de
inhibicion del aislamiento fungico Curvularia spp. La
identificacion de los  aislamientos  morfologica y
fisiologicamente diferentes se encuentra en progreso.

P8 Co-inoculacién de plantas de soja, Glycine
max (L) merr., con Bradyrhizobium japonicum E109 y
varias potenciales bacterias indigenas promotoras
del crecimiento vegetal.

Mariana Ledn, Pablo Yaryura, Alejandra Herndndez, Norma
Pucheu, Norma Kerber, Augusto Garcia

IBYF-CONICET, Catedra de Microbiologia Agricola-FAUBA
Av. San Martin 4453 (C1417DSE), leonmari@agro.uba.ar

Dentro del marco de la agricultura sustentable nos encontramos
estudiando el cultivo de soja y el biocontrol de enfermedades
producidas por hongos de suelo como modelo para la aplicacion
de mezclas de bacterias promotoras del crecimiento vegetal.
Hemos aislado, identificado y caracterizado varias cepas
provenientes de suelos agricolas de la provincia de Buenos Aires.
Seleccionamos 6 de los aislamientos para bio-ensayos, estas
cepas son: BNM113, un aislamiento de Bacillus amyloliquefaciens
con una marcada actividad biocida, tanto su actividad bactericida
como fungicida podria estar relacionada con la produccién de
compuestos del tipo iturinas sumada a la actividad surfactante;
BNM117, una cepa Bacillus sp., con actividad bactericida menor,
no antagoniza contra distintas especies de rizobios, tiene mayor
actividad surfactante que BNM113 sin estar relacionada con la
produccion de iturinas y produce auxinas en concentraciones de
15 pg/iml; BNM141 'y BNM142, dos aislamientos de
Pseudomonas putida, ambos producen sideréforos y parte de su
actividad antagdnica estaria relacionada con esta propiedad,
BNM141 tiene baja capacidad bactericida, no antagoniza con
Bradyrhizobium japonicum E109 mientras que BNM142 es
altamente bactericida, produciria compuestos antifingicos
volatiles, pirrrolnitrina, pioluteorina y ademas solubiliza fésforo;
BNM143 un asilamiento gram negativo aun no identificado por
completo, tiene menor actividad bactericida que BNM142, no
antagoniza con rizobios, produce siderdforos, tiene actividad
surfactante, produciria pirrrolnitrina, pioluteorina y solubiliza
fosforo; finalmente BNM145 es una cepa de Burkohlderia cepacia
con propiedades semejantes a BNM142 pero sin antagonismo
hacia B. japonicum E109.

Para evaluar el efecto de la co-inoculacion de las cepas
seleccionadas junto con la cepa noduladora comercial B.
Jjaponicum E109, llevamos a cabo tres ensayos en invernaculo. Se
inocularon plantulas de dos dias, con una mezcla 1:1 de cada
cepa y E109 y plantas solo inoculadas con E109 como control.
Luego de 40 dias se evalud el numero de nodulos, se verifico la
actividad fijadora y se registro el peso seco de nodulos, raiz y
vastago de las plantas ensayadas. Los datos fueron analizados
estadisticamente por andlisis de varianza y aplicacion del test de
menor diferencia  significativa (LSD). Las diferencias se
consideraron significativas cuando p<0.05. Ninguna de las cepas
perjudicd la nodulacién de las plantas. La cepa BNM113 promovid
el aumento en el numero de nddulos y peso de los mismos, pero
no se observaron aumentos significativos en el peso seco de raiz
y vastago. La cepa BNM142 también produjo un aumento en el
numero de nodulos y resulté en un aumento del 13% del peso
seco de vastago. La cepa BNM141 no aumenté el nimero de
nddulos en forma significativa pero dio valores de peso seco tanto
de raiz como de vastago mayores al control. Finalmente la co-
inoculacion con la cepa BNM117 dio mayor peso seco de vastago
en uno de los ensayos y no en el otro.

Por lo tanto las cepas seleccionadas son buenas candidatas a
formar parte de inoculantes mixtos.
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P9 ¢Existe relacion entre las comunidades de
bacterias rizosféricas y el grado de dominancia de
las especies vegetales?

Eugenia Menoyo!, Silvina |. Ballesteros!, Monica A. Lugo’,
Marcela A. Ferrero? y Faustino Sifieriz23.

Lab. de Ecologia, Universidad Nacional de San Luis,
Argentina. 2PROIMI (Planta Piloto de Procesos Industriales
Microbioldgicos)- CONICET, Tucumén, Argentina. 3Cat.
Microbiologia Superior, Fac. de Bqca., Qca. y Farmacia,
Universidad Nacional de Tucuman, Argentina.
emenoyo@gmail.com

Las comunidades bacterianas del suelo pueden ser
influidas por factores biéticos y abiéticos. Las raices de las
plantas tienen asociada una comunidad microbiana, la que
varia en funcién de la composiciéon y estructura de la
vegetacion. El objetivo del presente trabajo fue estudiar la
densidad de bacterias rizosféricas en relacion al grado de
dominancia de las plantas hospedantes. Con el propdsito de
investigar  dichas  asociaciones, bacterias-plantas, se
seleccionaron 4 sitios a lo largo de un gradiente altitudinal,
entre las localidades de lturbe (Provincia de Jujuy) e Iruya
(Provincia de Salta). En cada sitio se delimitaron 4 parcelas
réplicas en cada una de las cuales se recolectaron individuos
de las especies vegetales dominantes y subordinadas.
Posteriormente, se determind la abundancia de bacterias
rizosféricas mediante la técnica de recuento directo en placa
(UFC grs? suelo), utilizando el medio de cultivo para
heterétrofos R2A. Los datos se analizaron utilizando analisis
de la varianza y de correlacion no paramétrico. La densidad de
bacterias difiri6  significativamente segin el grado de
dominancia de las plantas hospedantes, este patrén se
observd en cada uno de los sitios estudiados como asi
también a lo largo del gradiente altitudinal. Dichas variables
(densidad  bacteriana 'y grado de dominancia) se
correlacionaron positivamente. El factor especie hospedante
también hizo variar la densidad bacteriana a lo largo del
gradiente altitudinal. Se puede concluir que la densidad de
bacterias rizosféricas presenta una estrecha relaciéon con el
grado de dominancia de gramineas hospedantes tipicas de la
Provincia fitogeogréfica de la Puna.

P10  Interaccion DSE -
enzimatica fingica extracelular.
Ana Mercuri, Luis Diorio, Alicia Godeas
Laboratorio de Micologia Experimental, Departamento de
Biodiversidad y Biologia Experimental, Facultad de Ciencias
Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires, Ciudad
Universitaria Pab 1l (1428) Buenos Aires, Argentina. e-mail de
contacto: amercuri@bg.fcen.uba.ar

planta. Actividad

Se denomina DSE (por la sigla en inglés de dark septate
endophytes) a un grupo heterogéneo de hongos conidiégenos
o estériles habitantes del suelo que son capaces de colonizar
raices de plantas. Su comportamiento es similar a los hongos
saprofiticos habitantes del rizoplano, hongos patogénicos
obligados o facultativos y hongos micorriticos en cuanto a su
funcion y su rol ecologico. Son hongos cosmopolitas: han sido
encontrados en los tropicos, zonas articas y alpinas, y en cerca
de 600 especies vegetales que representan aproximadamente
320 géneros y 100 familias. Aunque son abundantes en
diversos ambientes y especies, su interaccion con las plantas
es poco conocida. Se han encontrado resultados
inconsistentes debido mayormente a la heterogeneidad del
grupo DSE.

En este trabajo se midié el crecimiento y la actividad
enzimatica del hongo DSE N° 01 en distintos medios de cultivo
artificiales con el objetivo de estudiar su comportamiento. El
DSE fue cultivado durante 20 dias en medio sintético con
asparagina como fuente nitrogenada y pectina, celulosa
cristalina o xilano como fuente carbonada. Se midi6 la
actividad pectinasa, endoglucanasa y xilanasa, y el crecimiento
a través del peso seco, el contenido de proteinas y los
azlcares reductores. Se observd que el tipo de medio de
cultivo afectd las actividades enzimaticas.

El medio con celulosa cristalina no fue favorable para el hongo
ya que no se observaron actividades enzimaticas. Por el
contrario en los otros dos medios si se encontrd actividad
pectinolitica, xilanolitica y pequefios picos de actividad
celulolitica. En el medio con pectina la actividad
polimetilgalacturonasa mostrd con una tendencia creciente,
con un pico de actividad en el dia 10. En cambio en el medio
con xilano la misma actividad tuvo un nivel 10 veces menor y
con mayor actividad entre los 6 y los 12 dias de crecimiento.
La actividad xilanasa fue 3 veces mayor en el medio con
xilano, observandose una mayor actividad entre el dia 8 y el 16
en este medio; en el medio con pectina se vio mayor actividad
entre los dias 3 y 14.

Por lo tanto se puede concluir que este DSE tiene el potencial
para infectar e interactuar con las plantas, ya que posee el
pool de enzimas necesario.
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P11 Colonizacion de sorgo dulce y trigo por
Gluconacetobacter diazotrophicus, un diazétrofo
enddfito natural de caia de aztcar.

Molinari M. L., Mendizabal M. C., Galar M. L., Aprea J., Boiardi
J.L., Luna M. F.*

CINDEFI, Facultad de Cs. Exactas (UNLP)-CONICET, Calles
47y 115 (1900). La Plata, Argentina.
mafla@quimica.unlp.edu.ar

Los recientes aislamientos y estudios de bacterias enddfitas
fijladoras de nitroégeno en varias pasturas y cereales dan lugar
a un nuevo periodo en el campo del uso de microorganismos
beneficiosos para la agricultura. Estos diazétrofos son una
herramienta promisoria para la disminucion del uso de
fertilizantes nitrogenados en diversos cultivos. A diferencia de
lo que ocurre en la simbiosis Rhizobium-leguminosa no se han
encontrado, hasta el momento, estructuras especializadas
similares a nddulos u otros cambios morfol6gicos evidentes en
pasturas o cereales colonizados por estos microorganismos. El
sistema radicular de las plantas ofrece varios microhabitats
posibles para el desarrollo bacteriano y la infeccion y
colonizacion de los mismos. Los experimentos de aislamiento
y recuento bacteriano en plantas (tanto en raices como en
hojas y tallo) esterilizadas superficialmente nos dan una
estimacién del tipo y grado de colonizacion, pero no proveen
informacion de los posibles sitios de infeccién y de cuales han
sido los tejidos colonizados. Para ello es necesario localizar e
identificar a los microorganismos a través de estudios
microscdpicos que aseguren que la bacteria no fue translocada
durante la preparacion del material de la planta.

En el presente trabajo estos procedimientos han sido aplicados
a plantas de sorgo dulce y trigo inoculadas con
Gluconacetobacter diazotrophicus, diazétrofo enddfito natural
de cafia de azucar. Hemos aislado a este microorganismo de
plantas de sorgo dulce inoculadas tanto en primordios de raiz
(raices de 24 hs) como en semillas. Los recuentos de bacterias
viables realizados en raices de sorgo inoculado (de hasta 30
dias de crecimiento en Fahraeus semisolido), esterilizadas
superficialmente, son del orden de 104 UFC/planta (similar a
los observados para otros microorganismos endéfitos en
plantas tales como cafia de azlcar, arroz, etc.). Para realizar
los estudios de interaccion planta-microorganismo se empleo
la cepa UAP 5541 de G. diazotrophicus que contiene el
plasmido pRGS561 con el gen reportero que codifica la enzima
R-glucuronidasa. En plantas de sorgo dulce, luego de 1 a 2
dias de inoculadas, se encontrd un patrén de colonizacion
similar al reportado para maiz inoculado con este
microorganismo. La primera porcidén de la raiz fue siempre
colonizada asi como numerosos pelos radicales. En plantas de
10 dias se observd microscopicamente la presencia de
numerosas  bacterias, aparentemente en  espacios
intercelulares, y algunas rodeadas de una cubierta que podria
ser de exopolisacarido. A diferencia de lo reportado para
plantas de arroz, maiz y trigo inoculadas con este organismo,
el mismo se pudo aislar de hojas y tallo de plantas de sorgo
dulce de 30 dias, aunque la concentracién bacteriana fue
menor en estos tejidos que en raiz (108 UFC/ml). En plantas
de trigo de 7 dias, el recuento de bacterias viables fue del
orden de 104 UFC/planta, pero ademas de observarse pelos
radicales con numerosos microorganismos tefiidos de color

azul, se observo el apice de las raices jovenes fuertemente
colonizado.

P12  Estudio de la produccion in vitro de lacasa
de aislamientos de Colletotrichum, agente causal de
antracnosis en soja.

Marcelo Parisi '; Laura Levin '; Araceli Marcela Ramos 'y
Marcela Gally 2

1. Int. a la Boténica, Depto. Biodiversidad y Biologia
Experimental, Fac. de Cs. Exactas y Naturales, UBA. 2.
Fitopatologia, Fac. de Agronomia, UBA. Buenos Aires,
Argentina. Ciudad Universitaria, Pabellon II, 4° piso, 1428,
CABA.. araceli@bg.fcen.uba.ar

Dentro de las enfermedades que afectan a los cultivos de soja
se destacan las de fin de ciclo, que disminuyen el rendimiento
y afectan la calidad de la semilla. Una de ellas es la
antracnosis, causada por diversas especies de Colletotrichum.
La capacidad de degradar lignina por medio de enzimas
ligninoliticas, entre ellas la lacasa, es importante en la
infeccion, colonizacién y supervivencia de los fitopatdgenos.
Sin embargo, en contraste con otras enzimas degradadoras
de pared y cuticula, que podrian estar involucradas en la
ruptura de las barreras fisicas en el hospedante, la lacasa
también protegeria a los patdgenos de compuestos de
defensa producidos por la planta, por detoxificacion de
fitoalexinas y otros compuestos fendlicos. El objetivo del
presente trabajo fue estudiar la produccion in vitro de lacasa
por parte de aislamientos de Colletotrichum obtenidos a partir
de plantas de soja enfermas, de distintas zonas de la
Argentina, y analizar diferencias en la produccion de dicha
enzima que pudieran a futuro relacionarse con la distribucién
geografica y/o patogenicidad. Seis de los diez aislamientos
seleccionados produjeron actividad lacasa, cuando fueron
cultivados en un medio con pectina como fuente de carbono y
asparagina como fuente de nitrégeno. Los titulos de actividad
lacasa obtenidos en las cepas evaluadas, que en todos los
casos coincidieron con el pico de biomasa, difirieron
significativamente entre si, destacandose la cepa BAFC 3102
proveniente de la provincia de Chaco con un maximo de 0,044
UE/ml. Los patrones isoenzimaticos en geles de acrilamida
revelaron una Unica banda de actividad lacasa con la misma
movilidad electroforética para todos los aislamientos. No se
detectd actividad de la enzima, medida
espectrofotométricamente en los sobrenadantes de cultivo, ni
se revelaron bandas de actividad en los geles de acrilamida,
en los aislamientos 3094, 3095, 3097 y 3101 provenientes de
Cerro Azul (provincia de Misiones), La Rioja, Amstrong
(provincia de Santa Fe) y Lobos (provincia de Buenos Aires).
Estudios previos en Colletotrichum gloeosporioides revelaron
una relacioén entre la actividad lacasa producida por distintos
aislamientos y su patogenicidad sobre frutos de palta. Los
resultados obtenidos en el presente trabajo sugieren que los
aislamientos obtenidos de distintas zonas sojeras del pais
podrian presentar diferencias en su patogenicidad. En una
etapa futura, se realizaran inoculaciones que permitan
comprobar esta hipétesis.
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P13  Seleccion de microorganismos nativos con
actividad biocontroladora de hongos patégenos de
mani.

Tonelli, M. L.; Taurian, T.; Fabra, A. Dpto. de Ciencias
Naturales. Fac. de Cs. Exactas, Fco- Quimicas y Naturales.
Universidad Nacional de Rio Cuarto. Ruta 36 Km 601, Rio
Cuarto-5800, Cordoba. mtonelli@exa.unrc.edu.ar.

La produccion de mani (Arachis hypogaea L.) en Argentina se
obtiene casi exclusivamente en la Provincia de Cérdoba,
siendo un rubro importante en sus exportaciones. Las
enfermedades del cultivo producidas por hongos patégenos
llevan a grandes pérdidas y, a pesar de la importancia del
cultivo de mani para la provincia de Cérdoba, el conocimiento
de la diversidad microbiana que se asocia con esta
leguminosa es escaso y su estudio podria conducir a la
seleccion de agentes bioldgicos nativos con actividad
biocontroladora.

Seleccionar microorganismos del drea manisera de Cérdoba
para su utilizacion en el desarrollo de practicas sustentables
tendientes a optimizar la produccion del cultivo de mani
mediante funciones biocontroladoras.

Metodologia: Hongos patdgenos: Sclerotium rolfsii (causante
de marchitamiento), Sclerotinia minor, Sclerotinia sclerotiorum
(ambas causantes de Tizon por Sclerotinia) y Fusarium solani
(rasponsable de la podredumbre parda de la raiz). El
aislamiento de bacterias epifitas y enddfitas cultivables de
plantas de mani se llevd a cabo seglin la metodologia
descripta por Kuklinsky-Sobral y col. (2004). A partir de los
aislamientos obtenidos se determinaron las siguientes
actividades biocontroldoras: antibiosis de acuerdo a la
metodologia empleada por Jayaswal y col. (1990) en medio
YEMA y APG y produccion de siderdforos utilizando el medio
Cromo Azurol S descripto por Schwyn y Neilands (1987), con
posterior confirmacién de acuerdo a la técnica utilizada por
Arora y col. (2001). A partir de los aislamientos que poseian
alguna o ambas actividades biocontroladoras se determiné el
indice de superposicion de nicho (NOI) entre dichos
aislamientos y los hongos patégenos (Marin y col. 1998).

Se obtuvieron 193 aislamientos a partir de raices, tallos y hojas
de plantas de mani, de los cuales el 66,8% correspondio a
bacterias epifitas. Un elevado nimero de los aislamientos
obtenidos (168) presentd actividad biocontroladora y se
determind que 75 de ellos mostrd crecimiento en el medio King
B, en algunos casos con produccion de fluorescencia.

La produccién de sideréforos fue detectada en el 88% de los
aislamientos biocontroladores analizados, mientras que sélo el
38% inhibieron el crecimiento de los hongos patdgenos vy el
24% mostré ambas actividades. La sensibilidad de los hongos
fitopatdgenos a los compuestos inhibidores del crecimiento
producidos por las bacterias, fue mayor para S. minor,
siguiéndole en orden decreciente S. sclerotiorum, F.solaniy S.
roffsi. A pesar del importante ndmero de aislamientos
biocontroladores analizados, sélo el 29,8% de los mismos
mostré un elevado nivel de similitud ecoldgica (NOI=0,9) con
los fitopatdgenos estudiados.

En el sistema analizado, las bacterias epifitas constituirian una
importante  fuente de microorganismos con actividad
biocontroladora del crecimiento de hongos patdgenos,
especialmente ligada a la capacidad de producir sideréforos.
Subsidiado por CONICET, FONCYT y SECYT-UNRC.

P14  Promocion del crecimiento de potenciales
agentes de biocontrol por exudados radicales de
soja (Glycine max (L.) merr.).

Yaryura Pablo M, Ledon Mariana, Kerber Norma L, Pucheu
Norma L, Garcia Augusto F, Catedra de Microbiologia
Agricola, Facultad de Agronomia, UBA. IBYF-CONICET. Av.
San Martin 4453, C1417DSE, Capital Federal.

e-mail: yaryura@agro.uba.ar

Las raices de las plantas exudan una variedad de
sustancias potencialmente valiosas a la rizosfera, Estos
exudados consisten, en su mayoria, en una compleja mezcla
de aminoécidos, azlcares y acidos organicos, aunque también
se encuentran iones inorganicos, moléculas gaseosas (COz,
Hz), enzimas y células del borde de la raiz (Dakora and
Phillips, 2002). En este trabajo se identificaron y cuantificaron,
a lo largo del crecimiento de la planta, algunos de los
compuestos excretados mas importantes tales como
aminodcidos, azucares y acidos organicos, en dos variedades
de soja de la empresa Ferias del Norte (FN-4.10 y FN-4.85) en
condiciones de hidroponia.

Una de las funciones mas significativa de las
sustancias excretadas esta relacionada con la interaccion
planta-microorganismos.

Es sabido que un buen agente de biocontrol debe
tener la capacidad de colonizar la rizosfera y mantener una
relacion estable con la superficie de la raiz. Una pobre
colonizacion radical puede resultar en una disminucién de la
actividad biocontroladora (Bais et al. 2004). Los exudados
radicales constituyen la principal fuente de nutrientes para los
microorganismos de la rizosfera, por lo tanto uno de nuestros
objetivos fue estudiar si los exudados radicales de las dos
variedades de soja, podian estimular el crecimiento de 2 cepas
distintas de B. amyloliquefaciens GC3 y BNM122, potenciales
agentes de biocontrol, aisladas en nuestro laboratorio. Se
encontrd que los exudados radicales de solo una de las
variedades promovié el crecimiento de ambas bacterias, es
decir que parece existir una cierta especificidad en la
colonizacion efectiva de la rizosfera de distintas variedades de
soja por diferentes cepas bacterianas, debido probablemente a
que los nutrientes exudados por solo una de ellas son
utilizados para el crecimiento de estas bacterias. También se
realizaron ensayos de quimiotaxis cuali y cuantitativos, en ellos
se observo que los exudados de semilla eran quimiotacticos
para ambas bacterias, mientras que los correspondientes
exudados radicales no tenian esa capacidad. Si la semilla es
colonizada tempranamente (quimiotaxis hacia sus exudados) y
luego los exudados radicales promueven el crecimiento de
estas bacterias, se obtendra como resultado una buena
colonizacion y asi una actividad biocontroladora satisfactoria.
Este aspecto es importante ya que la inoculacién con los
agentes mencionados, se prevé hacer en semilla. Estos
resultados sugieren que las bacterias BNM122 y GC3, pueden
ser consideradas como potenciales agentes de biocontrol para
la formulacion de inoculantes.
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FERMENTACIONES BIODIVERSIDAD y BIORREMEDIACIONES
P15  Optimizacion de la produccion de xylitol. P16  Caracterizacion fisiolégica y molecular de
Monasterio, R.P.; Lorda, G.S. y Pastor, M.D. Streptomyces  MC1, cepa con capacidad

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. UNLPam. Av.
Uruguay 151. Santa Rosa. La Pampa. 6300. Argentina.
e-mail: pastor@exactas.unlpam.edu.ar

La bioconversién de xilosa en la actualidad tiene el valor
agregado de la produccién de xilitol. El xilitol es un azlcar
alcohol no calérico importante para la industria alimenticia y
farmacéutica. Este polialcohol es anticarigénico y puede ser
administrado a personas diabéticas. Se utiliza entre ofras
cosas para la fabricacion de golosinas y dentifricos. Muchas
levaduras, especialmente del genero Candida, son reportadas
por su alta capacidad de bioconversion de xilosa. La
produccion de xilitol depende de variables como: pH, nivel de
oxigenacién, temperatura, concentracién y tipo de fuente de
carbono, entre otros factores.

El objetivo de esta investigacion es seleccionar la cepa de
levadura que mas productora de xilitol, y con mayor
rendimiento.

Se trabajo con las siguientes cepas de levaduras: NRRL Y-
7426 Debaryomyces hansenii, NRRL Y-12969 Candida
parapsilosis, NRRL Y-2075 Candida guilliermondii, NRRL Y-
2332 Candida boidinii y NRRL Y-12968 Candida tropicalis. Se
determind, mediante fermentaciones en pequefia escala, la
concentracién de biomasa, xilitol producido y xilosa no
fermentada y el valor de pH. Las mediciones de biomasa se
hicieron mediante determinacion de peso seco y recuentos en
microscopio utilizando cdmara de Neubauer. Los azucares se
midieron por HPLC.

Las 5 cepas resultaron ser de crecimiento rapido. Los mayores
valores de peso seco en g/L y de células/mL se observaron en
C. guilliermondii (20,090; 50,700 x 108), C. tropicalis (6,274;
19,083 x 108) y C. parapsilosis (2,852; 2,530 x 108) a las 40,
20, 40 horas de fermentacién respectivamente. Mientras que
D. hansenii fue la de menor desarrollo de biomasa con un valor
maximo de 1,666 g/L y 0,075 x 108 células/mL a las 28 horas.
En el caso del pH se observd que las 4 levaduras del género
Candida acidificaron en mayor medida que la del género
Debaryomyces. En la observacion microscdpica pudo verse
claramente la diferencia morfoldgica del género Candida con el
género Debaryomyces. Las del género Candida son de forma
alargada, mientras que las del género Debaryomyces es mas
esférica. En cuanto al tamafio no hay diferencias.

biorremediadora de Cr (VI).

M. A. Polti'.2, M. J. Amoroso'3, C. M. Abate'.23

Planta Piloto de Procesos Industriales y Microbiologicos
(PROIMI), 2Facultad de Ciencias Naturales e IML, 3Facultad de
Bioquimica, Quimica y Farmacia, UNT. Av. Belgrano y Pje
Caseros, Tucuman (4000), Argentina. mpolti@proimi.org.ar

El cromo es un elemento que se encuentra ampliamente
distribuido en la naturaleza. Existe en el medio ambiente en
diversos estados de oxidacion, pero solo las formas trivalente
() y hexavalente (VI) tienen importancia biolégica. Los
compuestos de Cr (VI) son toxicos y carcindgenos, se
encuentran presentes en aguas Yy suelos en altas
concentraciones como consecuencia de la contaminacion
antropogénica, siendo la forma reducida [Cr (II)] mucho menos
toxica. Ciertos microorganismos muestran resistencia a
metales en agua, suelo y desechos industriales; ademas
algunas bacterias son capaces de reducir el Cr (V1) a Cr (lll)
mediante reacciones enzimaticas, lo que representa un
proceso de detoxificacion  potencialmente  dtl. La
biorremediacion de grandes areas contaminadas implica la
liberacién de microorganismos en suelos y aguas, por esto es
necesario estudiar las caracteristicas fisioldgicas, bioquimicas
y moleculares de los microorganismos que presenten gran
potencial en procesos de biorremediacion.

Se demostro previamente que la cepa Streptomyces MC1 fue
capaz de reducir Cr (VI) en medios de cultivo liquidos y en
muestras de suelo por lo que en el presente trabajo evaluamos
sus caracteristicas fisiologicas, bioquimicas y moleculares, con
el objetivo de optimizar el crecimiento para su aplicacion en
procesos de biorremediacion.

Se evaluaron diferentes actividades enzimaticas, utilizando
API® ZYM, 20 E y Coryne. Se estudié la resistencia osmética y
a lisozima. Se evalu6 la produccién de pigmentos melanoides.
Se determinaron el pH y la temperatura de crecimiento
optimos. Se realizaron crecimientos en medios de cultivo
diferenciales y observaciones microscépicas de los mismos.
También se amplificd y secuencio el gen gyrB.

Se encontrd que la cepa presenta una alta resistencia
osmatica, ya que crece hasta una concentraciéon de 10% de
NaCl. También presenta una alta resistencia a lisozima (hasta
50 pg ml). Su pH dptimo de crecimiento es 6, sin embargo es
capaz de crecer entre pH 5 y 10. Su temperatura 6ptima de
crecimiento es de 30 °C, aunque puede crecer entre 25y 35
°C. Puede utilizar como fuente de carbono una gran variedad
de mono, di y polisacaridos.

La secuenciacion del gen gyrB confirma que se trata del
género Streptomyces, presentando 98% de similitud con
Streptomyces lavenduligriseus 'y 92% con Streptomyces
pallidus.

Debido a sus caracteristicas fisioldgicas y bioquimicas,
Streptomyces MC1 puede ser utilizada en la biorremediacion
de ambientes extremos contaminados con Cr (VI).
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P17  Produccién de enzimas lignoliticas y
evaluacion de la accion biorremediadora mediante la
degradacion de colorantes textiles por el
basidiomicete de pudricion blanca Trametes villosa.
Daniela Correa, Eliana Melignani y Vanesa Salomone
Laboratorio de Micologia Experimental, Departamento de
Biodiversidad y Biologia Experimental, Facultad de Ciencias
Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires. Ciudad
Universitaria. Pabellén 2. Piso 4. Laboratorio 8. Ciudad
Autonoma de Buenos Aires. elianameli@gmail.com

Trametes villosa es un hongo xil6fago que se caracteriza por
generar pudricién blanca en la madera debido a la produccion
extracelular de enzimas lignoliticas. Estas enzimas debido a su
inespecificidad y alto potencial redox, ademas de degradar
lignina, son capaces de degradar una variedad de compuestos
xenobidticos toxicos utilizados en la agricultura y sectores
industriales. Dentro de estos compuestos se encuentran los
hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHSs), los bifenilos
policlorados (PCBs), pesticidas, dioxinas y colorantes. Para
corroborar la accion biorremediadora de T. villosa (BAFC
2755) mediante la degradacion de colorantes textiles se cultivo
este hongo en medio liquido en presencia de inductores
enzimaticos (cobre, manganeso y veratril alcohol) agregados a
distintos tiempos y en diferentes concentraciones. Se midi6
entonces la actividad enzimatica de lacasa (Lac) y manganeso
peroxidasa (MnP), observandose un aumento en la actividad
Lac en la mayoria de los tratamientos con respecto al control,
siendo mayor para ambos tiempos en presencia de cobre. Por
otro lado, la actividad de la MnP sélo difirié del control cuando
el agregado fue veratril alcohol y cobre agregados inicialmente
y a la semana respectivamente. Cabe resaltar que el agregado
de ninguno de los inductores al tiempo cero afectd el
crecimiento de T. villosa. Se evalué también la decoloracion
por la accion de las enzimas lignoliticas extracelulares en
forma aislada y del micelio en contacto con los contaminantes.
Este hongo resultd mas eficiente en la degradacion de verde
de malaquita 20 uM que en la de xilidina 30 uM (84% y 33%
de decoloracion en 2 hs respectivamente). En ambos casos,
los tratamientos realizados con cultivo entero presentaron
valores mayores de degradacion del colorante en comparacion
con los extractos crudos. La presencia del micelio permitié el
aumento de la produccion de enzimas lignoliticas como
respuesta al agregado del colorante. En el caso del verde de
malaquita se reagregd colorante en dos oportunidades luego
de la primera decoloracion y se observd que los valores de
degradacion después de 2 hs del Ultimo agregado fueron
también mayores al 70%. Se analiz6 ademas la eficiencia de
T. villosa en la degradaciéon de cinco colorantes textiles en
medio sélido (agar-malta). En todos los casos el halo de
decoloracién aument6 con el tiempo, siendo este incremento
mas pronunciado al final de la experiencia. Se observé que los
colorantes que mostraron ser mas facilmente degradables para
este hongo en agar-malta fueron RBBR, Poly R-478 y Xilidina.
Por lo tanto, se logré comprobar la accién biorremediadora de
T. villosa tanto en medio sélido como en medio liquido.

P18  Optimizacion de parametros para |la
biotransformaciéon de Cr(Vl) de sistemas acuosos
mediada por bacterias autoctonas.

Maria Alejandra Daniel', Luciana Garavaglia', Laura V.
Bianchi?, Maria Rosa Eppis? y Diana L. Vullo'

1.Area Quimica, Instituto de Ciencias, Universidad Nacional de
General Sarmiento, J.M. Gutiérrez 1150 (B1613GSX) Los Polvorines,
Pcia. de Buenos Aires. Email: dvullo@ungs.edu.ar

2. UA. Combustibles Nucleares. C.A.C. Comision Nacional de
Energia Atomica. Av. Gral. Paz 1499 (1650), Pcia. de Buenos Aires.

Diversas actividades industriales descargan en sus efluentes
altas concentraciones de Cr(VI). Dicha especie posee una alta
toxicidad debido a sus poderes mutagénico y carcinogénico.
La capacidad de ciertos microorganismos de biotransformar el
Cr(VI) en otra especie tal como Cr(lll) es una herramienta
capaz de ser aplicada a procesos de biorremediacion de
efluentes acuosos, ya que de acuerdo a las condiciones
fisicoquimicas ambientales se puede producir la inmovilizacién
del Cr(lll) como Cr(OH)s. El objetivo del presente trabajo es
adecuar los parametros de cultivo para lograr la eliminacion
eficiente de Cr(VI) de sistemas acuosos, mediante la utilizacion
de bacterias autéctonas. Se han logrado aislar cuatro cepas
que producen decaimiento en los niveles de Cr(VI) de cultivos
en lote. Dichas cepas fueron identificadas por secuenciacion
del gen 16S r-ARN como Pseudomonas veronii 2E, Ralstonia
taiwanensis M2, Delftia acidovorans AR 'y Klebsiella
ornithinolytica 1P. Se obtuvieron los maximos rendimientos de
desapariciéon de Cr(VI) de los sobrenadantes de cultivos en
lote teniendo en cuenta las siguientes condiciones de trabajo:
0,14 mM Cr(VI) inicial en caldo PYG a 32°C en agitacion
constante (200 rpm) de 48 a 100 hs de incubacion. Los
valores obtenidos fueron: 45% para Pseudomonas veronii 2E,
40% para Ralstonia taiwanensis M2, 61% para Delftia
acidovorans AR y 33% para Klebsiella ornithinolytica 1P. El
seguimiento de la concentracion de Cr(VI) se realizd por
técnicas espectrofotométricas y la validacion de los resultados
se realizé mediante la técnica de fluorescencia de rayos X por
reflexion total, determinando la concentracion de Cr total tanto
en los sobrenadantes de cultivo como en células. Se
efectuaron entonces los balances de masa correspondientes a
Cr para cada cultivo. La variacién del pH a lo largo del cultivo
en lote es de fundamental importancia para asegurar la
insolubilizacién de los productos de biotransformacién, es decir
Cr(OH)s. En algunos casos el pH final del cultivo resulté ser
menor a 6, mientras que en otros de 8. En el primer caso,
observado solamente con Pseudomonas veronii 2E, los niveles
de Cr total en los sobrenadantes se mantienen constantes a lo
largo del cultivo debido a la solubilidad del Cr(lll) a ese pH, ya
que el Cr(OH)s es precipitable a partir de pH=5,4 y mayores,
en el rango de concentraciones utilizado. De manera de
mejorar la eliminacion de Cr(VI), se analizé la posibilidad de la
utilizacion de cultivos mixtos. Para ello se evaluaron las
posibles interacciones entre las cepas seleccionadas.
Ralstonia taiwanensis M2 y Delftia acidovorans AR exhibieron
actividad antimicrobiana contra las otras cepas, mientras que
Pseudomonas veronii 2E potencia su crecimiento en conjunto
con Klebsiella ornithinolytica 1P, en presencia de Cr(VI). La
utilizacién de estas Ultimas bacterias autoctonas representa
una alternativa para la remediacién eficiente de efluentes
contaminados con Cr(VI).
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P19  Obtencién y caracterizacion de consorcios
bacterianos degradadores de PAH: efecto del
bioaumento.

Maduefio L., Coppotelli B.M., Del Panno M.T. y Morelli I.S.
CINDEFI (CONICET-UNLP). Facultad de Ciencias Exactas.
UNLP. Calle 50 y 115. La Plata. Argentina. lbmh@biol.unlp.edu.ar

La biorremediacion es una de las metodologias ampliamente
aceptadas en el mundo, por proveer una soluciéon economica,
efectiva y definitiva, para el tratamiento de suelos
contaminados con Hidrocarburos Policiclicos Aromaticos
(PAH). Si bien la biorremediacién aprovecha e incentiva los
procesos de biodegradaciéon naturales para transformar y
degradar contaminantes, la degradacién de PAH puede
incrementarse mediante la incorporacién de microorganismos
al medio ambiente (bioaumento).

La utilizacién de microorganismos para facilitar la limpieza de
sitios contaminados continta siendo un gran desafio para los
microbiélogos ambientales. Para aumentar el potencial
degradativo de la comunidad microbiana el genoma
introducido debe participar del proceso de flujo de la energia
central, y la sobrevida del organismo inoculado esta
intimamente relacionada con la competencia por los recursos
con las poblaciones autdctonas en los suelos contaminados.
Sin embargo poco se conoce acerca de cdmo el inoculante
puede interactuar con la microbiota autéctona e impactar la
comunidad microbiana, incluyendo a los microorganismos
degradadores de PAH nativos.

En este trabajo se obtuvieron y mantuvieron consorcios
bacterianos degradadores de fenantreno, mediante técnicas de
cultivos en sistemas batch, a partir de un suelo sin historia de
contaminacién. Se estudiaron los cambios producidos en la
estructura y composicién del consorcio por la inoculacién con
la cepa S. paucimobilis 20006FA degradadora de fenantreno, a
nivel de cultivables (recuento de poblaciones heterétrofas en
R2A, degradadoras de fenantreno en medio solido y de PAH
por la técnica del NMP, aislamiento y caracterizacién de las
poblaciones mayoritarias) y no cultivables (PCR-DGGE). Se
determiné la capacidad degradadora de fenantreno (GC-FID)
de los distintos consorcios obtenidos.

La capacidad degradadora de fenantreno de los consorcios
obtenidos se evidenci6 por la aparicion de color amarillo de los
productos de degradacion. Dicha capacidad se mantuvo
durante los 8 repiques sucesivos realizados a partir tanto del
consorcio no inoculado (S/l) como del inoculado (C/I). Esto,
junto con los resultados de los recuentos microbianos,
demostrd que los consorcios bacterianos se mantuvieron
relativamente estables durante el tiempo del experimento. No
se observaron diferencias significativas entre los consorcios S/I
y C/l en cuanto a la capacidad degradadora determinada por
GC-FID.

Por otro lado, si se observaron cambios en la estructura de la
comunidad  (caracterizacién  fenotipica y  genotipica),
observandose una relativa perdida de la diversidad bacteriana
producida por la inoculacién y por los repiques sucesivos. Se
observé la presencia de una banda intensa correspondiente a
la cepa de S. paucimobilis 20006FA tanto en los perfiles de
DGGE del sistema C/I como S/l, que se mantuvo a través de
los repiques sucesivos, indicando que esta cepa juega un rol
importante dentro de las poblaciones degradadoras de
fenantreno del suelo.

P20  Produccién de ligninasas por basidiomicetes
nativos causantes de pudricion blanca en
fermentacion sumergida.

Eliana Melignani, Laura Levin y Flavia Forchiassin

Laboratorio de Micologia Experimental, Departamento de
Biodiversidad y Biologia Experimental, Facultad de Ciencias
Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires. Ciudad
Universitaria, Pabellon 2, piso 4 (1428) - CABA

E-mail: lale@bg.fcen.uba.ar

Los hongos de pudricidn blanca juegan un rol prominente en
la descomposicién de los materiales lignocelulésicos. La
lignina es degradada por la interaccion de diversas enzimas
extracelulares, principalmente peroxidasas (manganeso-
peroxidasa y lignin-peroxidasa) y fenoloxidasas (lacasa);
enzimas con actividades oxidativas no especificas sobre
polimeros aromaticos, capaces de actuar sobre una amplia
variedad de contaminantes, entre ellos bifenilos policlorados,
hidrocarburos aromaticos policiclicos, tinturas industriales,
etc. En trabajos previos se logré optimizar un medio de
cultivo liquido sintético con glucosa como fuente de carbono
y asparagina como fuente de nitrogeno con el agregado de
cobre como inductor, para la produccién de enzimas
lignoliticas por el basidiomicete xiléfago Trametes trogii.
Hasta el momento no se habia probado la influencia de este
medio en la produccién enzimatica de otros hongos de
pudricidn blanca. En este trabajo se pudo comprobar que el
medio mencionado también estimula la produccion de
enzimas ligninoliticas en otros 7 hongos nativos causantes
de pudricion blanca (seleccionados en base a relevamientos
previos entre mas de 60 especies nativas, por su capacidad
para decolorar en medio solido los colorantes indicadores de
actividad ligninolitica: Poly R-478 y Azure B). Las actividades
lacasa y manganeso-peroxidasa registradas en cuatro de
estos hongos Trametes trogii (149,5 y 1,7 UE /ml
respectivamente), Fomes sclerodermeus (49 y 0,4 UE/ml),
Trametes villosa (28 y 0,6 UE/ml) y Coriolus versicolor (8,4 y
0,2 UE/ml), indican que podrian tener un potencial
promisorio como agentes biorremediadores. Se analizd el
efecto de la variacion de la fuente nitrogenada en dicho
medio, sobre la produccion de ligninasas por T. trogii (el mas
activo productor de estas enzimas), evaluandose distintos
aminodacidos y fuentes nitrogenadas complejas. Entre los
aminodcidos ensayados el acido glutdmico resultd el mas
eficiente para la produccion de ambas enzimas
(registrandose actividades lacasa y manganeso-peroxidasa
de 188.3 y 3.4 UE/mI respectivamente, en los sobrenadantes
de cultivo al dia 28 de incubacién), mientras que entre las
fuentes complejas de nitrégeno, la peptona estimuld la
mayor produccién de ambas enzimas (lacasa 124.1 y
manganeso-peroxidasa 4.1 UE/ml).
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P21 Degradacion de hidrocarburos y respuesta
quimiotactica de Pseudomonas aeruginosa hacia
hexadecano.

Melina Nisenbaum, Silvia Murialdo, Froilan Gonzélez
Universidad Nacional de Mar del Plata. Facultad de Ingenieria,
Laboratorio de Ingenieria Bioquimica. Juan B. Justo 4302.
melinanisenbaum@gmail.com

Aunque la capacidad de degradacién bacteriana, en
muchos casos, ha sido probada y es eficaz para la
remediacion de sitios contaminados, la quimiotaxis bacteriana
hacia sustancias toxicas ha recibido menor atencién. Esto
podria ser de gran uso para el saneamiento de suelos o
efluentes contaminados utilizando estos microorganismos
como biodegradadores de xenobidticos distribuidos en el
sustrato de forma no homogénea. En este trabajo se ha
buscado determinar si hay respuestas quimiotacticas hacia
distintos hidrocarburos en una cepa de Pseudomonas
aeruginosa aislada de suelo, capaz de utilizar estos
compuestos como Unica fuente de carbono. Se determinaron
los hidrocarburos que esta cepa de P. aeruginosa es capaz de
degradar, efectuando cultivos liquidos discontinuos en frascos
estériles a 25 °C. El seguimiento se realizd observando
crecimiento celular (absorbancia a 600 nm), concentracién de
ADN (absorbancia a 260 nm), liberacién de CO2 (por titulacion)
y determinacion de la concentracién inicial y final de
hidrocarburos (cromatografia gaseosa). Aquellos hidrocarburos
que sirvieron como unica fuente de carbono y energia fueron
utilizados para los ensayos de quimiotaxis. Se realizaron los
métodos de ensayo clasicos como el de tapén de agarosa,
ensayo de capilaridad y ensayo en placa de swarming
modificado. La deteccién de respuestas quimiotacticas se
registraron tomando fotografias a distintos intervalos de tiempo
segun el método. Si bien se sabe que P. aeruginosa degrada
ciertos hidrocarburos, por primera vez se determind que esta
bacteria es quimiotactica hacia hexadecano, entre otros
compuestos téxicos derivados del petréleo, esto le otorgaria
una ventaja competitiva sobre la flora autdctona en sitios
contaminados.

P22  Ecologia de levaduras en vifiedos y bodegas
recientemente establecidos en Neuquén.

Marcela Sangorrin'3, Olga Apablaza', Raul Barbagelata', Irene
Zajonskovsky', Christian Lopes'2, Maria E. Rodriguez's,
Teresa L. Lavalle! y Adriana Caballero?

1- Laboratorio de Microbiologia, Dpto. de Quimica, Facultad de
Ingenieria y 2- Laboratorio de Microbiologia Agricola, Dpto. de
Biologia Aplicada, Facultad de Cs. Agrarias. U.N.Comahue,
Buenos Aires 1400 (8300) Neuquén. 3- CONICET. E-mail:
msangorr@uncoma.edu.ar

Tradicionalmente el vino se produce por la fermentacién del
jugo de uva llevada a cabo espontaneamente por las levaduras
presentes en la superficie de las uvas y equipos de bodega.
No obstante, la utilizacion de levaduras seleccionadas
autéctonas (indculos) es actualmente una practica enolégica
ampliamente extendida en el mundo con el fin de elaborar
vinos que mantengan las caracteristicas sensoriales tipicas de
cada region vitivinicola. Con el objetivo de seleccionar
levaduras para uso enoldgico autdctonas de la nueva zona
vitivinicola del Neuquén, en este trabajo se caracteriz6
cualitativa y cuantitativamente la biota de levaduras asociadas
a uvas Merlot y a sus mostos de fermentacién procedentes de
distintas etapas (iniciales, medios y finales) de vinificaciones
naturales e inoculadas. El estudio se realizé en cuatro bodegas
denominadas en este trabajo como FS, FM, NON y A . El
aislamiento de las levaduras se llevd a cabo en placas de
YEPD agar pH 4,5 y su cuantificacién por recuento de
unidades formadoras de colonias (CFU). La identificacion de
especies se realizé por métodos convencionales y moleculares
(ITS1-5.8 S ADNr-ITS2 PCR/RFLP). El nimero de levaduras
asociado a la superficie de uvas del drea Neuquén (CFU/uva:
153+90 en FS, 712+320 en FM, 105470 NQN y 41430 en A)
fue significativamente menor que el reportado para uvas del
mismo varietal de otras areas de la Region vitivinicola Sur y
podria relacionarse con la edad de los vifiedos. Los valores de
densidades celulares de los mostos iniciales naturales se
relacionaron bien con los observados en las uvas de las que
proceden y también fueron significativamente menores que los
hallados en mostos iniciales de vinificaciones naturales
realizadas en otras areas de la Regién a partir de vifiedos mas
antiguos del varietal Merlot. Las especies de levaduras
asociadas a wuvas fueron Rhodotorula mucilaginosa,
Cryptoccocus ater, Sporobolonyces roseus y el yeast-like
Aureobasidum pullulans. Los mostos iniciales procedentes de
vinificaciones naturales presentaron un porcentaje variable de
levaduras no sacaromicéticas (15% en FS, 80% en FM, 5% en
NQN y 94% en A) pertenecientes a las especies Kloeckera
apiculata y Candida pulcherrima mientras que la biota
asociada a los mostos iniciales de las fermentaciones
conducidas resulté el 100% sacaromicética, excepto para la
bodega A (95%). La discriminacion a nivel de cepas utilizando
el método molecular ADNmit-RFLP puso en evidencia la
presencia de aislamientos de S. cerevisiae con perfiles
electroforéticos particulares y diferentes a los observados para
los cultivos iniciadores empleados en las bodegas. Estos
aislamientos, asociados a mostos naturales y que podrian
representar cepas autdctonas de la zona estudiada, se
conservan para su posterior evaluacion como fuente de futuros
indculos regionales.
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P23 La biosorcion como herramienta en la
biorremediacion de efluentes contaminados con
metales pesados.

Diana L. Vullo!, Helena Ceretti', Maria Alejandra Daniel',
Marcela Ferrero?, Silvana Ramirez' y Anita Zalts?

1. Area Quimica, Instituto de Ciencias, Universidad Nacional
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Si  bien algunos metales pesados son esenciales en
actividades biolégicas, el Cd no cumple funciones de
micronutriente, por el contrario reviste de gran toxicidad. Como
consecuencia de actividades humanas y debido a su alta
movilidad puede dispersarse en diversos ecosistemas, ya sean
acuosos como terrestres. Dentro de las estrategias
microbianas de resistencia o tolerancia a metales pesados
existe el fenémeno conocido como biosorcion. Dicho
mecanismo se caracteriza por la retencion del metal mediante
una interacciéon fisicoquimica del mismo con ligandos
pertenecientes a la superficie celular. Esta interaccion se
produce con grupos funcionales expuestos hacia el exterior
celular pertenecientes a partes de moléculas componentes de
las paredes celulares. Es un mecanismo de cinética rapida
que no presenta una alta dependencia con la temperatura. La
biosorcion representa entonces una alternativa en la retencion
de metales pesados presentes en efluentes industriales, previa
descarga de los mismos al medio ambiente. El objetivo de este
trabajo es estudiar el fenémeno de biosorcién de Cd(ll)
experimentado por bacterias aisladas a partir de ecosistemas
contaminados, con futura aplicacién en sistemas de
remediacién de efluentes industriales. Se seleccionaron
bacterias resistentes a altas concentraciones de Cd, de las
cuales Pseudomonas veronii 2E registrd los mejores
rendimientos en la retencion de Cd (47%) en cultivos en lote.
Las ofras cepas seleccionadas Ralstonia taiwanensis M2,
Delftia acidovorans AR, Kilebsiella ornithinolytica 1P 'y
Klebsiella oxytoca P2, mostraron respectivamente un 46, 7,5,
45y 24% de retencion de Cd. Para estudiar el fendmeno de
biosorcién se optimizaron las condiciones de trabajo, tales
como pH=7,5 (10 mM buffer HEPES), masa de biosorbente
(1,5 g masa celular/L), volumen de trabajo (10 mL), tiempo de
contacto (24 hs) y concentracién de Cd (0,5 mM) mediante el
estudio de la cinética de adsorcién y de la construccién de la
isoterma de Langmuir, en particular con Pseudomonas veronii
2E, obteniendo una adsorcién méxima del 80%. Ademas se
estudiaron interacciones entre las distintas cepas para la
implementacion de sistemas de cultivos mixtos de manera de
mejorar la eficiencia en la remediacion. Se detectd actividad
antimicrobiana de Ralstonia taiwanensis M2, Delftia
acidovorans AR frente a Pseudomonas veronii 2E, con lo cual
se hace improbable su coexistencia en cultivos mixtos. Sin
embargo Pseudomonas veronii 2E, Klebsiella ornithinolytica 1P
y Klebsiella oxytoca P2 pudieron desarrollar en conjunto sin
interacciones aparentes. Teniendo en cuenta el rendimiento de
biosorcion de Cd por Pseudomonas veronii 2E (80%, pH=7,5),
y los obtenidos con Klebsiella ornithinolytica 1P (49%, pH=7,5)
y Klebsiella oxytoca P2 (42%, pH=7,5) es posible el disefio de
un proceso de biorremediacion, ya sea mediante la utilizacion
de cultivos puros o mixtos.

BIOTECNOLOGIA

P24  Produccion de fitasa microbiana con la
levadura no convencional Debaryomyces
occidentalis utilizando sustratos de bajo costo.
Localizacion subcelular de la enzima.

Debora Conde Molina!, Ma. Florencia Kronberg', Marta Segovia
de Huergo? y Miguel Angel Galvagno'? 'Instituto de
Investigaciones Biotecnoldgicas, UNSAM, Av. Gral. Paz 5445,
San Martin; 2Departamento de Ingenieria Quimica, Fl, UBA,
Ciudad Universitaria. mag@di.fcen.uba.ar

El &cido fitico (mio-inositol hexaquisfosfato) es la principal
forma de reserva de fosforo en plantas, representando hasta
80% del contenido de fosforo en cereales y legumbres. Sin
embargo, los animales monogéstricos no son capaces de
degradarlo dado que carecen de fitasa, la enzima capaz de
hidrolizar fitato a inositol y fosfato inorganico. Ademas, este
compuesto actia como factor antinutricional debido a que
funciona como quelante de metales (Mg%*, Ca%, Zn%) y forma
complejos con proteinas. El fitato no digerido en estos
animales es excretado al medio ambiente, contaminando &reas
de produccion intensivas de ganado. Una manera de enfrentar
este inconveniente es la suplementacion de la dieta de los
animales con fitasa, mejorando consecuentemente el
crecimiento y disminuyendo la contaminacion ambiental. Por
estas razones, suma importancia la investigacion de distintas
fuentes y formas de produccion de fitasa.

En este trabajo se estudid la produccion de fitasa por la
levadura no convencional Debaryomyces occidentalis
utilizando sustratos de bajo costo; en particular, melaza de
cafia y extracto de yacon (Smallanthus sonchifolius, una planta
de origen andino). En primer lugar, se evalu6 el crecimiento
microbiano en ambos sustratos y la actividad fitasa a lo largo
del tiempo de incubacion. El crecimiento en ambos sustratos
fue similar, sin embargo, en medio con melaza la actividad
enzimatica fue 4 veces superior. La mayor actividad especifica
(AE) fue obtenida a las 48 h de crecimiento (con el cultivo en
fase estacionaria), y se observd que la enzima no era
excretada al medio sino que se encontraba asociada a la
célula. Consecuentemente, se determind la localizacion
subcelular de la fitasa en dos fracciones de un homogenato
celular, en una fraccion soluble (interior celular) y en una
compuesta principalmente por restos de membranas y pared
celular. El analisis de la actividad demostré que la enzima se
encontraba principalmente en la fraccién insoluble; siendo la
AE en esta fraccién 120 mU mg-! de proteina, mientras que en
la fraccion soluble 50 mU mg-! de proteina. Posteriormente, se
confirmé la localizacion de la enzima utilizando protoplastos
obtenidos por digestion enzimatica. La actividad especifica
obtenida en protoplastos y en la pared celular fue de 40 y 165
mU mg' de proteina, respectivamente; demostrando que la
mayor actividad de fitasa se encuentra asociada a la pared
celular. Con el fin de investigar el tipo de unién de la enzima a
la pared, se trataron las células con distintas sales y
surfactantes. Mediante estos tratamientos no fue posible
liberar la fitasa al medio, demostrando que la enzima no se
encuentra asociada ibnicamente a la pared, y sugiriendo que la
unién es de otro tipo, quizas de naturaleza covalente. En
conjunto, nuestros resultados indican que es posible obtener
fitasa a partr de sustratos economicos utilizando D.
occidentalis.
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P25  Produccion de 4cido itaconico por
Aspergillus terreus MJLO5 en forma de pellets y
micelio inmovilizado.
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El &cido itacnico es un acido organico dicarbénico insaturado,
la importancia de su produccion radica en que puede ser
facilmente incorporado en polimeros y puede servir como un
sustituto para éacido acrilico o metacrilato, los que son
sintetizados a partir de tecnologia petroquimica. Es empleado
en 1-5% como un comonémero en resinas y también en la
fabricacion de fibras sintéticas, de adhesivos, de espesantes y
de revestimientos.

A pesar de sus amplias aplicaciones, su empleo se encuentra
restringido debido a su alto costo (U$S 4.0 kgr-1). Por estos
motivos existe una intensa actividad de investigacion tendiente
a lograr mayor productividad. Esto puede lograrse por medios
biotecnolégicos, tal como el empleo de técnicas de
inmovilizacion, programas de seleccion de cepas e ingenieria
genética.

La tecnologia preferida de produccién involucra procesos de
fermentacion de carbohidratos por medio de hongos,
especialmente Aspergillus terreus. La cepa de A. terreus
MJLO5, utilizada en este trabajo, fue aislada de suelos de
vifiedos de Espaiia.

El objetivo de este trabajo, fue, por una parte, corroborar la
produccion de acido itacdnico de la cepa A. terreus MJLO5 en
un medio de produccién con dos fuentes de carbono
diferentes, glucosa y glicerol, ya que la seleccion de sustratos
alternativos para obtener altas productividades de acido
itacdnico asi también como la optimizacion de las condiciones
permiten reducir los costos de produccion y de este modo abrir
el mercado para nuevas y crecientes aplicaciones. Y, por otra
parte, comparar el rendimiento de produccion de &cido
itaconico de esta cepa, con dos tipos diferentes de morfologias
del hongo, “pellets”, en medio liquido con agitacién y con una
concentracion de 106 esporas/ml para el desarrollo de “pellets”
de pequefio tamafio y micelio inmovilizado en mallas, en medio
liquido sin agitacion.

Cada condicion experimental fue implementada por
cuadruplicado, los resultados obtenidos fueron analizados
estadisticamente. Dentro del rango y condiciones
experimentales empleadas se concluye que tanto con la
morfologia de “pellets” como de micelio fingico inmovilizado, el
empleo de glicerol como fuente de carbono da los mejores
rendimientos en acido itaconico. Con 100 gr/lt de glicerol en el
medio de cultivo, los rendimientos en &cido itaconico fueron de
17.83+ 3.22 grllt para la morfologia de “pellet” y 10.07+2.22
gr/lt para la morfologia de micelio.

El glicerol es un subproducto del biodiesel, por lo que resulta
muy interesante la utilizacién de éste como fuente de carbono
para la produccién de &cido itacnico por A. terreus MJLOS.

P26 Interacciones killer entre cultivos iniciadores
comerciales y levaduras indigenas de vinos de la
patagonia.
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Buenos Aires 1400 (8300) Neuquén. 3- CONICET. E-mail:
clopes@uncoma.edu.ar

Los fenomenos de antagonismo microbiano, como las
interacciones entre levaduras mediadas por toxinas killer, han
sido asiduamente relacionados con paradas de
fermentaciones. En este estudio, se caracterizaron las
interacciones killer entre levaduras indigenas de la Patagonia
norte y cepas comerciales foraneas utilizadas como iniciadoras
de fermentaciones vinicas en bodegas regionales,
evaludndose su posible relacion con paradas de
fermentaciones. Veintitrés cepas vinicas comerciales de las
especies Saccharomyces cerevisiae y S. bayanus fueron
evaluadas en su sensibilidad killer frente a 39 aislamientos
killer indigenas de origen enoldgico: S. cerevisiae (14), Pichia
anomala (4), P. kluyveri (4), Torulaspora delbrueckii (2),
Metschnicowia pulcherrima (7), Hanseniaspora uvarum (4),
Rhodotorula glutinis (2), Zigosaccharomyces rouxii (1) 'y
Debaromyces hansenii (1). Asimismo se evalué la capacidad
killer de las cepas comerciales frente a 56 cepas indigenas de
S. cerevisiae. Los ensayos se hicieron utilizando el método de
inhibicién del crecimiento en placas de YPD-MB pH:4,5.

Sélo el 48% de las cepas comerciales analizadas reportaban
algiin dato sobre su comportamiento killer y el 36% de éstas
mostré en los ensayos de laboratorio caracteristicas diferentes
a las comercialmente reportadas. De las cepas comerciales sin
datos killer reportados, el 42% resulté killer (K*) frente a las
cepas indigenas sensibles de S. cerevisiae; el resto no mostrd
actividad killer (K') y ademas fue sensible (R") frente a las
cepas killer indigenas de la misma especie. En las mismas
condiciones de ensayo y tomando como referencia el total de
los cultivos iniciadores comerciales analizados, el 48%
presentd fenotipo K*R*, el 13% fenotipo KR* y el 39% fenotipo
KR-. Estos resultados evidencian un fenotipo mayoritariamente
resistente de las cepas comerciales (61%) frente a las cepas
kiler de S. cerevisiae indigenas. No obstante todas ellas
(100%) resultaron sensibles a por lo menos un aislamiento
killer indigena de la especie P. anomala y el 74% también lo
fue frente a alguno de los aislamientos indigenas de P.
kluyveri. Esta sensibilidad de las cepas comerciales frente a
cepas killer indigenas no sacaromicéticas podria relacionarse
con ciertas paradas de fermentaciones inoculadas observadas
a escala industrial en bodegas de la region y pone de
manifiesto la necesidad de evaluar el comportamiento de
cepas de S. cerevisiae destinadas a vinificacion no sélo frente
a toxinas producidas por levaduras de su misma especie
(toxinas de tipo K2 en el caso de las vinificaciones) sino
también frente a las producidas por ofras especies de
levaduras diferentes de Saccharomyces, frecuentemente
encontradas al inicio de la fermentacién, con el fin de
garantizar el éxito de la implantacion de un cultivo iniciador y
reducir las posibles paradas de fermentacion.
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P27 Efecto de solventes organicos sobre la
actividad y estabilidad de NEP (Natrialba magadii
extracellular protease).

Ruiz Diego M, y De Castro Rosana E. Instituto de
Investigaciones Bioldgicas — FCEyN — Universidad Nacional de
Mar del Plata. CC1245. Mar del Plata 7600. E-mail:
dmruiz@mdp.edu.ar

Las arqueas son un recurso valioso tanto para la investigacion
basica como aplicada por su capacidad de sobrevivir en
ambientes con condiciones que resultan letales para la
mayoria de las células. Las arqueas haloalcaléfilas forman un
grupo fisiolégico diferenciado ya que requieren altas
concentraciones de sal (4 — 5 M NaCl), altos valores de pH
(8,5 - 11) y bajas concentraciones de Mg*2 (menor a 10 mM)
para su crecimiento. Las enzimas halofilicas son activas y
estables en medios con alta concentracion de NaCl. Las
soluciones con alta concentracion de sal presentan bajos
valores de actividad agua, caracteristica comun con los
sistemas de solventes organicos. Por esta razén, las enzimas
de haloarqueas podrian ser herramientas Utiles como
biocatalizadores en medios acuosos — organicos. En nuestro
laboratorio se han purificado y caracterizado a nivel bioquimico
proteasas extracelulares de las arqueas haloalcaléfilas
Natronococcus occultus y Natrialba magadii. Nab. magadii
produce una proteasa extracelular hacia el final de la fase
exponencial de crecimiento denominada NEP por Natrialba
magadii Extracellular Protease. Esta enzima presenta su
maxima actividad azocaseinolitica en 1.5 M NaCl y pH 8 a
45°C 'y es inactivada irreversiblemente a menores
concentraciones de sal. El objetivo de este estudio fue analizar
el efecto de varios solventes orgénicos sobre la actividad y
estabilidad de NEP para su posible aplicacién en
biotecnologia.

Nab. magadii fue crecida hasta alcanzar la fase estacionaria
(DOs00>1.5) y el medio libre de células fue precipitado con
etanol 50% frio. Esta fraccion enriquecida en NEP
(parcialmente purificada) fue utilizada como fuente de enzima.
La actividad proteolitica de NEP fue medida en soluciones
acuosas conteniendo 1.5 0 0.5 M NaCl en presencia/ausencia
de solventes organicos. La estabilidad fue estimada midiendo
la actividad remanente en condiciones estandar (1.5 M NaCl,
45°C, pH 8) después de preincubar la enzima en soluciones
con diferente concentracion de sal conteniendo o no solventes
organicos durante 24 hs a 30°C. La actividad y estabilidad de
NEP fueron determinadas midiendo la actividad proteolitica
utilizando azocaseina como sustrato (Asas).

NEP resultd activa y estable en mezclas acuosas de solventes
organicos conteniendo 1.5 M NaCl y Glicerol, dimetilsulfoxido
(DMSO), NN - dimetil formamida (DMF), Propilenglicol o
Dioxano. Entre los solventes analizados DMSO, Propilenglicol
y Glicerol mostraron tener el mayor efecto estabilizante en
concentraciones subdptimas de sal. El efecto estabilizante del
DMSO fue mas marcado a pH 8 que a pH 10, sugiriendo que
este solvente no podria reemplazar completamente a la sal en
el medio de reaccion a valores de pH elevados.

Estos resultados amplian el conocimiento sobre aspectos
basicos y aplicados de las extremozimas y sugieren que la
proteasa haloalcalofilica de Nab. magadii podria ser utilizada
como biocatalizador en reacciones que se llevan a cabo en
medios organicos, como la sintesis peptidica.

Subsidiado por UNMDP y CONICET.

P28 Disefio de inoculantes de Bacillus
amyloliquefaciens  BNM122 para  control de
fitopatogenos.

Natalia Sacco; Oksana Sydorenko; Marcelo Soria; Olga
Correa; Norma Kerber, Norma Pucheu, Augusto Garcia.
Microbiologia Agricola. Facultad de Agronomia. UBA. IByF-
Conicet. Av. San Martin 4453. CP1417. Buenos Aires.
soria@agro.uba.ar

Bacillus amyloliquefaciens BNM122 es una cepa capaz de
controlar  varios hongos fitopatdgenos. Las  especies
biocontroladoras de Bacillus cuentan con distintos mecanismos de
actividad antifingica. En B. amyloliquefaciens BNM122 se
demostré la excrecion de compuestos extracelulares, como iturina
y surfactina. Pero también existe evidencia de que estos no serian
los Unicos mecanismos presentes. Se pueden definir dos
estrategias para explotar la actividad antifingica de B.
amyloliquefaciens. La primera es cultivar la cepa en condiciones
que favorezcan la produccién de compuestos antifingicos, para
purificarlos y formularlos como un agroquimico convencional. La
segunda, es obtener cultivos con altos titulos de bacterias y
producir formulaciones para aplicarlas como inoculantes. En
cualquiera de los dos casos, es importante obtener cultivos con un
alta concentracién de bacterias. En nuestro laboratorio habiamos
desarrollado un medio de cultivo, GELPP, de bajo costo, para el
cultivo de esta cepa a escala industrial. Nuestro objetivo actual es
aumentar la concentracion de células, evaluar la factibilidad de un
cultivo fed-batch y verificar que las células obtenidas mantengan
su capacidad biocontroladora. El medio GELPP permite un
crecimiento con alta velocidad especifica de B. amyloliquefaciens
BNM122, ademas las células esporulan correctamente, una
condicién importante para formular un inoculante. Sin embargo, el

titulo final no es satisfactorio, aproximadamente 0,8x108 ufc/ml
(1.2 g/l de peso seco). El primer paso de este proceso de mejora
fue ensayar un rango amplio de concentraciones y diluciones del
medio GELPP. Observamos una relacion lineal entre biomasa y
concentracion del medio en un rango relativamente amplio, y
pudimos determinar un nuevo Optimo de concentraciones de
nutrientes, este medio se denomind GELPP-2, en el que la

concentracion de bacterias llega hasta 1,2x108 ufe/ml, con un
peso seco de 2,3 g/l. El paso siguiente fue la realizacion de una
serie de pruebas con sistemas de cultivo en lote alimentado (fed-

batch), con el que se obtienen 2,8x108 ufc/ml y 5,2 g/l de peso
Seco.

Un aspecto fundamental del exito o fracaso de un producto de
control biolégico es su correcta formulacién. Existen varios
aditivos de uso comin en la elaboracion de inoculantes que
aumentan la estabilidad de las bacterias, las protegen de los
exudados de la semilla o de los cambios en presion osmoética que
ocurren en la vida util de un producto. Ensayamos el efecto de
varios aditivos sobre la supervivencia de las células: agua
destilada (control), glicerol, PVP o medio GELPP fresco, y dos
tipos de formulaciones, liquida o solida. En todas las
formulaciones liquidas el numero de células aumenté durante los
primeros 78 dias de almacenamiento, luego continuaron
dividiéndose mas lentamente. En la formulacion sélida, preparada
con un cultivo liofilizado de BNM122 y almidon de maiz, no se
observaron estos aumentos.

En conclusién, mejoramos la densidad celular de los cultivos,
probamos la inocuidad de varios aditivos y demostramos que las
células asi preparadas son efectivas contra F. oxysporum.
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P29  Optimizacion del crecimiento y
autofloculacion de Tolypothrix tenuis para la
produccion de un biofertilizante cianobacteriano.
Patricia G. Silva y Humberto J. Silva

Laboratorio de Alimentos-Area de Microbiologia. Universidad
Nacional de San Luis. Chacabuco y Pedernera. (5700) San
Luis, Argentina.E-mail: pgsilva@unsl.edu.ar

Las cianobacterias heterocisticas se encuentran naturalmente en
los arrozales, contribuyendo con la fijacién biologica de N2 y la
fertilidad de los suelos. Tolypothrix tenuis, especie nativa de
regiones tropicales y subtropicales, ha sido utilizada en nuestro
pais para la formulacién de un biofertilizante a escala comercial.
Para esta aplicacién, es indispensable la obtencion de cultivos
con alta densidad celular. Los factores requeridos incluyen una
adecuada fuente de iluminacion y distribucion de la luz dentro del
fotobiorreactor, un eficiente intercambio gaseoso y el empleo de
un medio de cultivo cuya composicion satisfaga los
requerimientos nutricionales.
Dentro del costo total de produccién, los nutrientes influyen tanto
en la productividad celular como en la separacion de la biomasa.
En base a ello, se evalud el efecto de la nutricion mineral sobre el
crecimiento y autofloculacién de T. tenuis, utilizando un balance
de materia para la identificacion de nutrientes limitantes
conjuntamente con un disefio experimental factorial 22 con un
punto central.
T. tenuis fue cultivado durante dos semanas en condiciones
fotoautotréficas, utilizando columnas de 1000 ml de capacidad,
de 7.5 cm (d.i.) y conteniendo 800 ml de cultivo. Se utiliz6 el
medio Watanabe (g/l): K2HPO4, 0,3; MgSOs. 7 H20, 0,2; CaClz. 2
H20, 0,05 (macronutrientes, X1); solucién de FeCls . 6 H20 (5 g/l)
y acido tartarico (5 g/l), 0,1 ml; solucion Arnon 6, 1 ml,
conteniendo (g/l): HsBOs, 2,68; MnClz . 4 H20, 1,81; ZnSQ4 . 7
H20, 0,222; NazMoOs . 2 H20, 0,391; CuSOs . 5 H20, 0,079; CoCl2
. 6 H20, 0,0415 (micronutrientes, Xz). La concentracion de
biomasa se estimdé mediante peso seco y clorofila a por
espectrofotometria (663 nm) en un extracto de acetona al 80%. La
actividad floculante (F) se calculd como una fraccién volumétrica
del cultivo clarificado en muestras de 250 ml previamente
homogeneizadas, colocadas en probetas y dejadas sedimentar
espontaneamente; correspondiendo la velocidad de floculacién a
la variacién del volumen clarificado en el tiempo (Ve). Segln la
composicion elemental informada en cianobacterias, el contenido
de hierro del medio Watanabe resulté ser limitante (0,1 mg/l), no
permitiendo crecimientos celulares mayores a 0,16 g/l. La
concentracion celular 'y de clorofla a incrementaron
marcadamente con pequefios aumentos de hierro, alcanzando un
méaximo a 0,5 mg/l. Sin embargo, la actividad floculante no mejord
en todo el rango ensayado (0,1 a 8 mgl/l).
El analisis del disefio factorial permitié estimar los efectos
principales de los macronutrientes (X1), micronutrientes (X2) y
sus interacciones sobre el crecimiento y autofloculacién de T.
tenuis, por medio de las ecuaciones:

Biomasa (g/1) = 1,22429 + 0,065 X1 + 0,24 X2 - 0,075 X1 X2

Ve (ml/min) = 1,728 + 1,075 Xi

Se logré un incremento en la biomasa del 73% y un aumento de
3,5 veces en la velocidad de autofloculacion. Los micronutrientes
tuvieron mayor influencia sobre el crecimiento celular, con un
efecto nulo sobre la autofloculacion. Ademas, las mejoras en la
capacidad autofloculante se obtuvieron utilizando concentraciones
iniciales mas elevadas de los macronutrientes.

BIOQUIMICA Y BIOLOGIA MOLECULAR

P30 Relacion estructura-actividad de una
proteina insecticida tipo-Cry8 de Bacillus
thuringiensis.

Corina Berén y Graciela Salerno
Centro de Investigaciones Bioldgicas (FIBA). Vieytes 3103 -
7600 Mar del Plata, Argentina. E-mail: cberon@fiba.org.ar

Las proteinas Cry, principales componentes de las inclusiones
cristalinas producidas por la bacteria Bacilllus thuringiensis, han
sido caracterizadas como toxicas contra insectos de diversos
ordenes de acuerdo a su estructura polipeptidica. La estructura
tridimensional de algunas de estas proteinas ha determinado la
presencia de tres dominios sugiriendo que estas proteinas en
general poseen una arquitectura global similar. Para el desarrollo
de este frabajo se utilizé la cepa FCC7 de B. thuringiensis
parcialmente caracterizada durante investigaciones anteriores y
que habia resultado ser toxica contra insectos de los Ordenes
Coleoptera y Lepidoptera. A partir de ADN total extraido a partir
de esta cepa fue amplificada (PCR), clonada y secuenciada, una
secuencia nucleotidica determinada como una putativa proteina
de tipo Cry8 ya que present6 un 59% de identidad con respecto a
la secuencia aminoacidica deducida de la proteina Cry8A y que
correspondia a un polipéptido de M: 135 kDa. Se determin¢ la
presencia de algunos aminoacidos claves para la estructura del
cristal y que estan asociados con la capacidad insecticida de
proteinas Cry, tales como cisteina (C), arginina (R) y lisina (K),
determinando que esta secuencia tiene sélo 4 residuos C en su
composicion aminoacidica y que la relacion entre los residuos de
los aminoacidos R y K es de 1,15, comparado con la relacion que
existe entre estos aminoacidos en secuencias de proteinas
anteriormente  descriptas:  Cry1Aa  (2,27; téxica contra
Lepidopteros) y Cry3Aa (0,74; toxica contra Coleopteros). A partir
de los andlisis de dominios polipeptidicos realizados a través del
“Protein Domain Database”, se determind la presencia de tres
dominios y se realiz6 un andlisis comparativo de cada uno de
ellos con proteinas de toxicidad conocida pudiendo observar que
la mayor similitud de cada dominio fue con una proteina de
actividad dual (Cry1la). La prediccion de la estructura
tridimensional de la putativa proteina Cry fue realizada mediante
el servicio de modelizacién "Swiss-Model" (Gen-THREADER),
encontrando similitudes en la estructura secundaria y en el
plegamiento tridimensional con alto grado de certeza hacia
proteinas Cry. La prediccion de regiones transmembrana fue
realizada mediante el servicio de modelizacion de proteinas
"Swiss-Model" (MEMSAT2) y al ser comparadas con proteinas
Cry ya cristalizadas fue evidenciada la coincidencia de las hélices
transmembrana presentes en esta secuencia. Para investigar si la
toxicidad era debida a la presencia de una o mas proteinas Cry,
se decidio poner en evidencia secuencias de genes cry presentes
en la cepa. Para ello se realizaron ensayos de hibridacion ADN-
ADN a partir de ADN total de la cepa FCC7, digerido con
endonucleasas de restriccion y utilizando como sonda un
fragmento nucleotidico de 800 pb clonado en el plasmido pGEM
T-Easy. La hibridacion de la membrana con la sonda marcada fue
realizada a distintas temperaturas, y en todos los casos, las
autorradiografias correspondientes siempre mostraron una sola
banda. Estos resultados sugeririan que en la cepa FCC7, la
actividad insecticida dual estaria determinada por una sola
proteina de tipo Cry8, previamente descriptas como tdxicas
Unicamente contra insectos del Orden Coleoptera.
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P31 Relacion entre receptores Ger y proteinas
SASP-E de la espora de bacillus subtilis: ;un nuevo
tipo de chaperonas?

Patricia Bustos, Sandra Ruzal y Carmen Sanchez-Rivas

Dpto. Quimica Bioldgica, FCEN-UBA

sanchez@qb.fcen.uba.ar

Las esporas de Bacillus subtilis estan recubiertas por una serie de
envolturas que las mantienen protegidas de estreses ambientales
y en estado de dormancia. La germinacién se desencadena
cuando efectores fisicos o quimicos se encuentran presentes e
interactuan con los receptores Ger ubicados en la membrana
interna de esa compleja estructura.

La germinacion ocurre gracias a una secuencia ordenada de
eventos:

1. después del sensado de nutrientes (que involucran a los
receptores GerA, GerB, GerD o GerK) se rompe la pared esporal
o0 cortex (autdlisis) e ingresa el agua permitiendo una adecuada
concentracion osmatica. Hay auto-protedlisis de proteinas de bajo
peso molecular (SASP de tipo o/f y y) que aportan los
aminoacidos necesarios para que se inicie la sintesis de
proteinas. Esta seria estrictamente la germinacion.

2. en ese momento se libera una célula vegetativa capaz de
dividirse utilizando los nutrientes que se encuentran presentes. Es
el “outgrowth” o brotacién

3. Finalmente la célula utiliza los nutrientes del medio y se
establece el crecimiento vegetativo.

Mutantes de la proteina SASP-E (0 y) presentan deficiencias en
germinacién, pese a que esta proteina se localiza en el
citoplasma. Esta deficiencia es mas severa en medios
hiperosmoticos lo que se atribuyé a la baja provision de
osmoprotectores como glutamato (Ruzal et al. 1994).

Se analizaron las diferentes etapas de germinacién tanto en
mutantes sspE (SASP-y) como en mutantes de receptores (GerA,
B, D, K). Las germinaciones se realizaron en presencia de
diferentes germinantes, L-alanina-potasio o glucosa-fructosa-
asparagina-potasio o dipicolinato de calcio, en concentraciones
osmoticas variables y en medios minimos o ricos.

Se observd que solamente en condiciones donde receptores
como GerA y GerD estdn involucrados (via L-alanina), la
mutante sspE presenta baja germinacion. Por otro lado esta
mutante también es deficiente en la etapa 2 (outgrowth), a
diferencia de las mutantes GerA y GerD. Este dltimo resultado
estaria de acuerdo con la baja provision de aa debido a dicha
mutacion.

Tanto los receptores Ger como la proteina SASP-E son
sintetizados en el mismo momento, en el mismo compartimiento
pre-esporal y utilizan el mismo factor sigma, lo que sugiere un rol
de chaperona a SASP-E. Para poner en evidencia su posible
asociacion a ofras proteinas, geles de SDS-PAGE de extractos
provenientes de esporas fueron analizados por Western con
anticuerpo anti-SASP-E. Se observaron bandas de mayor peso
molecular avalando la hipétesis de asociaciones de SASP-E a
otras proteinas. A fin de determinar si la proteina SASP-E esta
involucrada en ofros procesos de membrana, como el
sefialamiento entre los compartimentos pre-espora y célula
madre, se analiz6 la composicion proteica de la cubierta externa
de la espora (coat) en varias cepas mutantes y salvaje. De nuevo
la mutante sspE muestra diferencias significativas en su
composicion. Estos resultados indicarian que SASP-E puede
jugar un rol en el transito o estabilidad de proteinas destinadas a
membrana.

P32  Estudio de los reguladores globales Anr y
RpoS en Pseudomonas sp. 14-3, una especie
productora de polihidroxibutirato.

Mariela Catone*, Paula M. Tribelli*, Beatriz S. Méndez y Nancy
|. Lopez'. Dpto. de Quimica Bioldgica, Facultad de Cs. Exactas y

Naturales, Universidad de Buenos Aires. C. Universitaria. 1428-
Buenos Aires. 'E-mail: nan@gb.fcen.uba.ar

Los polihidroxialcanoatos (PHAs) son polimeros de reserva
bacterianos que se acumulan en condiciones de crecimiento
desbalanceado. El més estudiado es el polihidroxibutirato
(PHB). Los PHA poseen propiedades termoplasticas y son
biodegradables. Estos bioplasticos funcionan como un
reservorio de carbono y electrones, por lo que tienen un papel
importante en el balance redox celular y también en la
sobrevida y resistencia a estrés. Pseudomonas sp. 14-3 una
cepa procedente de la Antartida y aislada en nuestro
laboratorio, acumula gran cantidad de PHB y presenta una alta
supervivencia y resistencia a estrés. Es nuestro objetivo
analizar en esta especie la interaccion de la expresién de los
genes que intervienen en la sintesis de PHA con los genes
involucrados en la redes regulatorias globales en bacterias,
especificamente anry rpoS.

Anr controla la expresion de los genes que codifican las
enzimas involucradas en el crecimiento anaerbico, entre ellas
las relacionadas con la utilizacion del nitrato como aceptor de
electrones alternativo y la fermentacién de la arginina. RpoS
controla la expresion de genes que protegen a la célula ante la
escasez de nutrientes o la presencia de sustancias nocivas,
actuando como regulador de la respuesta general a estrés. La
presencia de RpoS se analizé mediante la técnica de Western
blot utilizando un anticuerpo anti-RpoS de P. putida en cultivos
de Pseudomonas sp.14-3 en distintas fases de crecimiento y
de acumulacion de PHB. RpoS fue detectado desde la fase de
crecimiento  exponencial. ~ Utilizando  oligonucleétidos
degenerados disefiados a partir de regiones conservadas de
las secuencias de distintas especies de Pseudomonas
disponibles en bases de datos, se logré amplificar por PCR un
fragmento que mostro alta identidad con el gen rpoS
proveniente de P. tolaasii. En relacion al Anr, se analizd el
crecimiento de Pseudomonas sp. 14-3 en microaerofilia y
anaerobiosis en medios suplementados con nitrato. Se detecto
la produccidn de nitritos derivados de la reduccion del nitrato
durante el crecimiento en condiciones de baja tension de Oz. A
partir de una biblioteca genémica de Pseudomonas sp. 14-3
se rastre6 el gen anr mediante experimentos de
complementacion de una mutante de E.coli Afnr (gen
homologo a anr). Se analizaron distintos fenotipos como la
produccion de gas por fermentacion de glucosa y la morfologia
y el color de las colonias en agar Mac Conkey suplementado
con nitrato en anaerobiosis. De un clon que mostro resultados
positivos se aislé un cosmido que fue luego digerido con EcoR/
y los fragmentos obtenidos se subclonaron en pBBR1MSC2.
Con estas nuevas construcciones se realizaron ensayos de
complementacion de la cepa de E.coli Afnr Se continta el
analisis de un fragmento de aproximadamente10 kb que logré
restaurar el fenotipo salvaje en la mutante fnr -. En este estudio
se han identificado los reguladores globales Anr y RpoS en
Pseudomonas sp. 14-3. El clonado de los genes permitira en el
futuro, a través de la construccion de mutantes, la evaluacion
de la influencia de estos reguladores en la fisiologia de esta
bacteria y en particular en la sintesis de PHB.
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P33  Archaeal rDNA sequences can be retrieved
using 18S rDNA primers.

Covacevich F.!, Cumino A, Silva R.2Negri R.2, Salerno G.L.!
[ Centro de Investigaciones Biol6gicas, FIBA, 21 INIDEP, Mar
del Plata, Argentina. fcovacevich@fiba.org.ar

The Archaea are a group of prokaryotes that were recognized
in 1977 as an independent monophyletic domain of life.
Although many archaea colonize extreme environments,
archaeans are not restricted to extreme environments. New
research is showing that archaeans are also quite abundant in
the plankton of the open sea. In an attempt to recovery
picoeukarya, we used PCR with eukaryotic specific primers.
Surprisily, we retrieved some sequences corresponding to non
eukaryotic organisms. Samples for picoplankton were collected
from surface well-mixed water collected in September, October
and November 2003 at the fixed EPEA Station (38°28'S-
57°41°'W at 20 km south of Mar del Plata, Argentine). Water
samples were prefiltered through a 5 um pore size membrane
and then filtered through a 0.2 pum pore size. Filters were
transferred into a cryovial tube containing a DNA lysis buffer,
immediately frozen in liquid nitrogen until analysis in the
laboratory. Nucleic acid (DNA) extraction was performed, using
the phenol-chloroform method and DNA integrity was checked
by agarose gel electrophoresis. Extracted DNA was used as
the template in a PCR reaction using eukaryotic 18S ribosomal
DNA (rDNA)-specific primers (Diez et al., 2001). An aliquot of
the PCR product was electrophoresed in an agarose gel and
quantified. Two bands were obtained from the samples
extracted in September and October. Higher bands were about
1700 kb and lower bands were about 1500 kb. Only one band
of about 1700 kb was obtained from sample extracted in
November. Bands were separately excised and DNA from de
agarose gel was extracted. The PCR product was used to
construct libraries with a pGemTeasy cloning kit. The presence
of rDNA inserts was confirmed by PCR amplification with the
same amplification conditions. DNA products of expected sizes
were digested with restriction enzyme Haelll. The restriction
fragment length polymorphism (RFLP) products were
visualized after electrophoresis in low-melting-point agarose
gel. Clones with different RFLP patterns were sequenced
(Macrogen, Corea). Nucleotide sequences were subjected to a
BLAST search to determine the phylogenetic affiliation.
Sequence alignments were generated with the CLUSTALX
software and dendograms were compiled by using the
neighbor-joining method of CLUSTALX and the maximum
parsimony algorithm of the PHYLIP package. Sequences of
higher bands corresponded to eukaryotic organisms. However,
sequences of lower DNA bands corresponded to archaeal
organisms. Phylogenetic analysis showed that sequences of
lower bands corresponded to eight different archaea. All of
them were grouped with the Marine Group Il of Euryarchaota
organisms, which is characterized as a methanogen-halophile
lineage. The organisms of this group have been shown to fix
nitrogen and have been reported, in general, in the deep sea.
This study relies in the importance of recovering rDNA archaeal
sequences from surface water samples from the Argentinean
Sea by using specific primers of eukaryotic organisms.

P34  Analisis proteémico de la transicion entre la
fase exponencial y estacionaria en la arquea
haloalcaldfila Natrialba magadii.

D’Alessandro CP, Ronchi VP, De Castro RE y Paggi RA.
[IB-FCEyN. UNMdP. CC 1245, 7600 Mar del Plata.

E-mail: celed1881@yahoo.com.ar

El crecimiento es un proceso que ha sido estudiado en bacterias
pero ha sido relegado en las arqueas. Se ha demostrado que
ocurren cambios en diferentes niveles, como por ejemplo,
modificaciones en el patron de proteinas. Natrialba magadii es
una arquea haloalcaléfila que requiere 4 M NaCl y pH 10 para su
crecimiento. El objetivo de este trabajo fue comparar el patron
global de proteinas de Nab. magadii durante las fases de
crecimiento exponencial y estacionaria mediante electroforesis
mono (1D) y bi-dimensional (2D).

Se realizaron cultivos en medio para arqueas haloalcaléfilas (4M
NaCl, pH 10) a 37°C y agitacidn constante. Se cosecharon células
en las fases exponencial y estacionaria de manera independiente.
El pellet fue resuspendido en Tris-HCI 0,1 M (pH 8) con 2 mM
EDTA y 1 mM PMSF. La ruptura celular se obtuvo por sonicacién
siendo los restos celulares removidos por centrifugacion. Las
proteinas fueron precipitadas con igual volumen de acetona fria al
100%. Luego se centrifugd (11500 g, 20 min), el pellet fue lavado
tres veces con acetona fria y resuspendido en glicerol 0,25 M. Se
cuantificaron las proteinas por el método de &cido bicinconinico.
Los geles 1D (SDS-PAGE 12%) fueron sembrados con 1 pg
proticalle y tefiidos con plata. En los geles 2D, la primera
dimensién (isoelectroenfoque) fue realizada en capilares con la
siguiente proporcién de anfolitos: 30% de pH 2,5-5, 40% de pH 4-
6,5y 30% de pH 3-10, mientras que la segunda fue por SDS-
PAGE 12%. Se sembraron 60 ug prot/capilar y se tifieron con
Coomassie Blue Coloidal. Las imagenes fueron analizadas con
programas especificos para cada caso.

Al analizar el perfil de bandas obtenidas en los geles 1D, se
observd que las proteinas mas abundantes se encontraban en el
rango de PM 60-66 kDa. Se comparé el patron de proteinas entre
fases detectandose 8 bandas de 17, 37, 38, 43, 47, 73, 74 y 80
kDa cuya intensidad se modifico entre las fases de crecimiento.
Siete de ellas presentaron un contenido proteico mayor en la fase
exponencial, y solo la banda de 74 kDa fue mas abundante en la
fase estacionaria. Para los geles 2D, el patron de spots de cada
fase de crecimiento se gener6 a partir de 2 replicas de cada gel,
obtenidas de dos cultivos independientes de Nab. magadii. Se
detectaron 188 spots en la fase exponencial y 198 en la fase
estacionaria distribuidos principalmente en un rango de 18-96 kDa
y pl de 2.5-6. Se gener6 una curva patrén formada por todos los
spot de ambas fases con un total de 225 spots. El 13%
correspondieron exclusivamente a la fase exponencial, 19% a la
fase estacionaria y el 67% estuvieron presentes en ambas fases.
Dentro de estos ultimos, el 44% no varid su intensidad entre las
fase de crecimiento mientras que el 12% aumentd y 12%
diminuyd su contenido proteico en la fase estacionaria en
comparacién con la exponencial. Se consideré como significativa
la variacién en la intensidad solo a valores mayores o iguales a 2.
Como conclusion, se puede sugerir que existiria un cambio en el
patron proteico global de Nab magadii durante el crecimiento en el
cual se degradan proteinas presentes durante la fase exponencial
del crecimiento y se induce la expresion de un numero mayor de
genes durante la fase la estacionaria.
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P35  Expresion diferencial de transcriptos durante
la transicion de la fase exponencial a la fase
estacionaria de crecimiento en Natrialba magadii.
Enrique Madrid, Roberto Paggi, Rosana De Castro. Instituto de
Investigaciones Biologicas, Facultad de Ciencias Exactas y
Naturales. UNMdP. cc.1245 (7600) Mar del Plata. E-mail
eamadrid@mdp.edu.ar.

Los extremdfilos habitan en ambientes en donde las
condiciones resultan letales para otras formas de vida. En
particular, las arqueas haloalcaléfilas han colonizado lugares
con concentraciones de sal cercanas a 4M NaCl y valores de
pH entre10-12. En nuestro laboratorio se han caracterizado los
sistemas proteoliticos de las arqueas haloalcaléfilas
Natronoccocus occulfus y Natrialba magadii. También hemos
sugerido la ocurrencia de vias de sefializacion por “quorum
sensing” en el dominio Archaea.

La amplificacién del ARN con “oligoprimers” al azar (RAP-
PCR) constituye una herramienta poderosa para identificar
genes que se expresen diferencialmente. Cada tratamiento de
la muestra genera su propio patrén de huellas de ARN para
cada condicién examinada. El objetivo del presente trabajo
consisti6 en estudiar la expresién diferencial de genes en
respuesta a la transicion de la fase exponencial a la fase
estacionaria en la arquea haloalcaldfila Nab. magadii.

El estudio de la expresion diferencial se realizo utilizando dos
cultivos independientes de Nab. magadii. EI ARN fue obtenido
en la fase exponencial y estacionaria de ambos cultivos y fue
sometido a 2 rondas de digestion con DNAsa libre de RNAsa
para eliminar el ADN gendmico contaminante. EI ADNc de
primera cadena se sintetizé utilizando un “oligoprimer” al azar
con un contenido de G+C del 70%

Se realizaron RAP-PCR con diferentes combinaciones de
“oligoprimers” al azar, 70%-80%, 70%-60%, 70%-50% v,
ademas, otras combinaciones de “oligoprimers” en las que se
modificaron las posiciones de las bases AT. Todas las
amplificaciones se hicieron por duplicado.

En este trabajo se presentan Unicamente los patrones de
transcriptos generados con las combinaciones 70%-80% (a) y
70%-60% (b), respectivamente. La combinacion (a) gener6 un
patrén de 45 bandas totales resultando 7 transcriptos
diferenciales entre la fase exponencial y la estacionaria. Por
otra parte, la combinacién (b) present6 un patrén de 60 bandas
totales de las que so6lo 12 presentaron expresion diferencial
entre la fase exponencial y la estacionaria. En los duplicados
se observd el mismo patrén de bandas. Luego de las
reamplificaciones, los productos obtenidos estuvieron
comprendidos entre 0,1y 0,65 kb.

Estos resultados preliminares nos permitieron optimizar una
metodologia reproducible para estudiar la expresiéon de
transcriptos en Nab. magadii bajo diferentes situaciones.

La caracterizacion de los transcriptos diferenciales permitira
identificar los genes cuya expresion se modifica en cada etapa
de crecimiento y, en un futuro, permitirda comprender la
naturaleza de los mecanismos genéticos y moleculares
utilizados en la comunicacion intercelular por las haloarqueas
respondiendo a las necesidades de adaptacion a condiciones
ambientales extremas.

Subsidiado por Conicet y Universidad Nacional de Mar del
Plata.

P36  Biosynthesis and secretion of a novel
metallo-B-lactamase from an opportunistic pathogen
in E. coli.

Moran Barrio, J., Gonzalez, J.M., Limansky, A.S., Vila, AJ.,
and Viale, AM.

IBR (CONICET), Facultad de Ciencias Bioquimicas vy
Farmacéuticas, UNR. Suipacha 531. 2000 Rosario, Argentina.
E-mail: moran@ibr.gov.ar

In E. coli, secreted proteins with an ultimate
destination to the periplasm are synthesized in the cytoplasm
as precursors with a cleavable amino-terminal signal
sequence. The translocation across the inner membrane is
accomplished by the Sec machinery (SecYEG/SecA). In the
cytoplasm, preproteins must be sorted to the membrane
complex in an extended conformation, protected from
aggregation and competent with the secretion process. o32-
dependent cytoplasmic chaperones such as GroEL/GroES
(Hsp60-type) and DnaK/DnaJ/GrpE (Hsp70-type), as well as
o32-independent chaperones such as SecB and Trigger Factor
(TF) had been proposed as candidates for this function.

We use as a secretion model the expression in E. coli
of the metallo-B-lactamase (MBL) GOB gene from the gram-
negative opportunistic pathogen Elizabethkingia
meningoseptica (family Flavobacteriaceae, class
Flavobacteria). The GOB enzyme shares the common of3/Ba
sandwich fold characteristic of the MBLs. However, the primary
structure shows some residue substitutions in highly conserved
positions that build up the active site in most related MpLs,
making the GOB lactamase a very interesting issue of study.

Size exclusion chromatography and isoelectric
focusing revealed that GOB is a monomeric enzyme with a pl
of 8.3. Kinetic parameters additionally indicated a broad-
substrate spectrum to p-lactam antibiotics. However, and
contrasting other related di-zinc MBLs, GOB is a mono-zinc
enzyme and uptake of an extra zinc ion is not essential for
activity. Based on EXAFS data and 3D modeling, it is proposed
that GOB has a novel mononuclear zinc active site different
from other related MpLs.

Genetic procedures indicated a fundamental role of
the Sec machinery (SecA and the SecYEG translocon) for
GOB secretion to the periplasm, and a minor role of SecB in
this process. In addition, main cytoplasmic chaperones
including DnaK and TF were required for GOB secretion, as
judged by the low levels of MBL activity found in the
corresponding mutants. Moreover, the use of double mutants
deficient in SecA and TF provided evidence for a close
cooperation between these two chaperones in GOB secretion.
Conversely, GroEL/S deficient mutants showed minor effects
on GOB secretion, indicating minor or no roles of these
chaperonins in this process. Where and how the uptake of the
zinc ion takes place and whether specific periplasmic
components are involved in productive GOB folding are under
study.
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P37  Mutantes en la sintesis de isoleucina y valina
de Sinorhizobium meliloti son deficientes en la
nodulacién de medicago sativa.

Maria_de las Nieves Peltzer!, Delphine Capela?, Jacques
Batut?, O. Mario Aguilar’.

"Instituto de Bioquimica y Biologia Molecular, 47 y 115 La
Plata; 1900; e-mail: nievespeltzer@hotmail.com; 2Laboratorie
des Interactions Plantes-Microorganismes, UMR INRA,
Toulose, Francia

Mutantes de Sinorhizobium meliloti en el gen ilvC -
enzima isomerorreductasa de la ruta biosintética de valina e
isoleucina- son defectivos en el crecimiento en medio minimo
y nodulacién de su hospedadora Medicago sativa (Aguilar y
Grasso 1991 y Lépez et al. 2001). No se detecta expresion
significativa de los genes de nodulacion (nod) necesaria para
la sintesis del factor Nod. Estos resultados sefalaron la
existencia de ligazones entre genes especificos implicados en
la interaccion con la planta y genes pertenecientes al
metabolismo general celular.

Con el fin de investigar la ligazén entre el fenotipo
simbidtico y la via de sintesis de isoleucina y valina, se
generaron en un linaje diferente de S. meliloti 1021, dos
mutantes en lo genes ilvC e ilvD (gen de la dihidroxiacido
dehidratasa que cataliza el paso siguiente al paso de la
isomerorreductasa) aplicando mutagénesis sitio-dirigida. Los
mutantes resultantes fueron confirmados mediante southern
blot y examinados en sus propiedades auxotréficas vy
simbiéticas. Tanto los mutantes ilvC como ilvD resultaron ser
deficientes en la nodulacién, produciendo nédulos vacios y de
morfologia atipica. Este fenotipo no fue revertido en medio
suplementado con los aminoacidos necesarios.

Se realizd un analisis transcriptémico usando
microarreglos de ADNc. Los mutantes mostraron varios genes
cuya transcripcién fue diferente a la cepa salvaje. En particular
cuatro genes aparecieron “up regulated” en los mutantes, que
se correspondieron con ilvH, ilvl y ilvC, etapas de la sintesis de
isoleucina y valina y un cuarto gen hipotético ubicado aguas
arriba de ilvC cuyo producto perteneceria a la familia de
reguladores transcripcionales TetR. El nivel de expresion en
los mutantes ilvC e ilvD es de aproximadamente 3 veces el
nivel en el fondo salvaje, respectivamente.

En ensayos de Real Time-PCR con cebadores
especificos para nodC, y bajo condiciones de induccion por
luteolina, se observé un menor nivel de expresion basal de
nodC en el mutante ilvC con respecto a la cepa salvaje.
Ademas, se determiné la actividad transcripcional nod de los
mutantes usando una fusidén génica nodABC-lacZ., en
ausencia y presencia de luteolina. Se observo un menor grado
de induccién en los mutantes ilvC aunque no se observaron
diferencias entre la cepa salvaje y los mutantes ilvD.

Podemos concluir que ambos mutantes ilvC e ilvD
son deficientes en la nodulacién, aunque los respectivos
fenotipos difieren entre si. Si el fenotipo IIvC e IlvD esta
directamente asociado al déficit de esas actividades o a otra
causa indirecta, es objeto de otros estudios

P38  The outer membrane factor of Brucella suis
is involved in resistance to antimicrobial compounds
and virulence.

Diana M. Posadas'; Fernando A. Martin'; Julia Sabio Garcia?;
Juan M. Spera?; Silvio Cravero? and Angeles Zorreguieta’

1 Fundacién Instituto Leloir, CONICET and FCEyN, University
of Buenos Aires, Patricias Argentinas 435, (C1405BWE)
Buenos Aires, Argentina. Contact e-mail:
dposadas@leloir.org.ar

2 |nstituto de Biotecnologia, Centro de Investigaciones en
Ciencias Veterinarias y Agronémicas, P.O. Box 77, 1708
Morén, Buenos Aires, Argentina. 3 Instituto de Investigaciones
Biotecnoldgicas, Universidad de Gral. San Martin (IIB-
UNSAM), Av. Gral. Paz 5445, INTI, Ed. 24, 1650 San Martin,
Buenos Aires, Argentina.

Brucella spp., like other pathogens, must cope with the
environment of diverse host niches during the infection
process. In doing this, pathogens evolved different type of
transport systems to help them survive and disseminate within
the host. Members of the Quter Membrane Factor (OMF) in
association with two inner-membrane proteins were shown to
be involved in the export of chemically diverse molecules
ranging from large protein toxins to small toxic compounds.
The role of proteins from this family in Brucella and other a-2
proteobacteria was little explored. The gene encoding the
unique Brucella suis OMF protein (Bep) was cloned and
expressed in a mutant of E. coli disrupted in the gene encoding
the OMF componente TolC that has the peculiarity to be
involved in diverse transport functions. Bep fully complemented
the resistance to drugs such as chloramphenicol and
acriflavine but was incapable to restore a-hemolysin secretion
in the to/C mutant of E. coli. An insertional mutation in the bep
gene strongly affected the resistance phenotype of B. suis to
bile salts and toxic chemicals like ethidium bromide and
rhodamine and significantly decreased the resistance to
antibiotics such as erythromycin, ampicillin, tetracycline and
norfloxacin. Moreover, the bep mutant of B. suis was
attenuated in the mice model. Taking together, these results
suggest that in B. suis, efflux processes of toxic compounds
that are Bep dependent contribute to survival inside the host.
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P39 Requerimiento del nucleotido modificado 2-
metiltio-NS-isopenteniladenosina en el tRNA de
Pseudomonas fluorescens CHAO para la expresion
de factores de biocontrol.

Dante E. Ruiz y Claudio Valverde.

Programa Prioritario de Investigacién sobre Interacciones
Bioldgicas - Departamento de Ciencia y Tecnologia -
Universidad Nacional de Quiimes - Roque Séaenz Pefia 352,
Bernal, B1876BXD, Pcia. Buenos Aires. E-mail:
cvalver@ung.edu.ar

En la cepa biocontrol Pseudomonas fluorescens CHAO, la
sintesis de antibioticos, HCN y la proteasa extracelular AprA,
esta activada por el sistema de dos componentes GacS/GacA
que controla la expresion de los genes de biocontrol a nivel
post-transcripcional. Dado que aun resta determinar la
identidad de elementos de la cascada de activacion (como la
naturaleza de la/s sefialles que activa/n el sensor de
membrana GacS) se realizd una mutagénesis generalizada
con Tn5 de la cepa CHAB805, isogénica de CHAO, que lleva
una fusion cromosomal aprA-lacZ. Entre aprox. 1000
colonias, se identificaron 12 clones con actividad p-
galactosidasa reducida (>10x) en cultivo liquido. Mediante fail-
PCR se localiz6 la insercion de Tnb en el sensor gacS (4/6
clones), en un posible regulador transcripcional (1/6 clones) y
en el gen miaA que es parte del operon amiB-mutL-miaA-hfg-
hfIXKC (1/6 clones). miaA codifica una isopenteniltransferasa
necesaria para la modificacién de la adenina 37 proxima al
anticodon de tRNAs que decodifican codones UNN. El mutante
miaA::Tnb no presenta defectos de crecimiento, pero ademas
de expresar aprA*‘lacZ con dificultad, produce menor cantidad
de HCN y es incapaz de inhibir el desarrollo del oomicete
Pythium ultimum en cocultivo. Sin embargo, otros fenotipos
dependientes del sistema GacS/GacA, como la sintesis de
fosfolipasa extracelular, de triptofano-oxidasa y la motilidad
tipo swarming, son indistinguibles de CHAQ. Estos efectos de
la insercion Tn5 en miaA no pueden ser explicados por un
efecto polar en hfq ya que en CHAO la ausencia de hfg no
afecta la produccion de HCN y AprA. La sobre-expresién de
los riboreguladores rsmY o rsmZ, que desreprimiria
completamente la traduccion de los ARNm dependientes de
GacS/A como aprA y henABC, no fue capaz de revertir la
reducida actividad aprA-‘lacZ ni la produccién de HCN. Los
resultados obtenidos indican que en P. fluorescens CHAO, el
producto del gen miaA es esencial para la expresion de aprA y
el operén hcnABC, y por lo tanto, para la manifestacion de
rasgos biocontrol. Esto podria deberse a que la mutacion
miaA::Tn5 provoca una reduccién de la eficiencia de
traduccion de los ARNm afectados, como se ha reportado en
E. coli, Shigella flexneri, Agrobacterium tumefaciens y
Pseudomonas putida.

P40 Caracterizacion fisiologica de los
sistemas proteoliticos expresados en diferentes
condiciones nutricionales en la arquea haloalcaldfila
Natrialba magadii.

Sastre Diego E. y De Castro Rosana E.

Instituto de Investigaciones Biolégicas, FCEyN-UNMdP, CC
1245, Mar del Plata (7600), Argentina. E-mail:
sastre@mdp.edu.ar

Las arqueas constituyen uno de los tres dominios en los cuales
se dividen los seres vivos. Las arqueas haloalcaléfilas viven en
condiciones extremas de salinidad (~4 M NaCl) y pH (9-11),
siendo Natrialba magadii, una especie representante de este
grupo. Los haldfilos son organismos fascinantes por las
estrategias fisiolégicas que han desarrollado para vivir y por su
potencial aplicacién biotecnologica. En particular, las
haloarqueas poseen un metabolismo eficiente para la
degradacion de proteinas. Nab.magadii produce una proteasa
extracelular (NEP), que fue purificada y caracterizada a nivel
bioquimico-molecular en nuestro laboratorio. Ademas, tres
proteasas intracelulares (NSP, NMP y NXP) y un inhibidor
endégeno  (NSI) fueron detectados vy parcialmente
caracterizados en este microorganismo. El objetivo de este
trabajo fue evaluar el efecto del estado nutricional de las
células sobre la produccion de las actividades proteoliticas de
Nab.magadii. Se realizaron cultivos con 5y 20 g/l de extracto
de levadura (E.L, fuente de C y N) y cultivos que fueron
sometidos a varias horas de “hambreado” mediante la
remocién del E.L del medio de cultivo, y se compar6 el
crecimiento celular y la produccidon de las actividades
proteoliticas entre las diferentes condiciones. Todos los
cultivos presentaron la misma velocidad de crecimiento (g=6
hst a 37°C). Sin embargo, los cultivos crecidos con 5 g/l E.L
alcanzaron una densidad celular (DOesoo=1,5) inferior a la
observada en cultivos crecidos con 20 g/l E.L (DOs00=2,5).
Después de la remocion del E.L el crecimiento celular se
detuvo. La actividades de NSP y NSI presentaron una
correlacion inversa a lo largo de la curva de crecimiento,
siendo NSP inducida durante la fase estacionaria Unicamente
en células crecidas con 5 g/l E.L. La actividad extracelular
(NEP) se acumulé durante la fase estacionaria en cultivos con
5y 20 g/l E.L; sin embargo, apareci6 tempranamente y alcanzé
niveles superiores en cultivos con 5 g/l E.L. En este estudio se
detect6 una actividad leucin-aminopeptidasa que designamos
NLAP, que fue caracterizada parcialmente a nivel bioquimico.
Los niveles de actividad de NXP, NMP y NLAP disminuyeron
notablemente durante la transicion de fase exponencial a
estacionaria en cultivos de 5 g/l EL y *hambreados”. La
maxima expresion se observé en células en fase exponencial y
en cultivos de fase estacionaria no limitados en nutrientes (20
g/l E.L). Se sugiere que estas enzimas participarian en el
recambio de proteinas intracelulares durante el crecimiento
activo y/o no estarian vinculadas con situaciones de estrés, a
diferencia de NSP y NEP. Por otra parte, se observé que en
cultivos crecidos con menor concentracion de nutrientes la
masa de proteinas celulares disminuy6 luego de la entrada en
fase estacionaria. Esto se deberia probablemente a un
aumento en la degradacion de proteinas intracelulares para
suplir las necesidades nutricionales de las células. Estos
resultados contribuyen al conocimiento basico del metabolismo

proteico en las Arqueas y en los microorganismos extreméfilos.
Subsidiado por CONICET y UNMdP.
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