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RESUMEN

Es conocida la capacidad de algunos microorganismos de estimular el crecimiento y
desarrollo de las plantas. Sin embargo, el uso de levaduras de la industria cervecera
como agentes promotores del crecimiento de plantas (PGPM, por sus siglas en inglés) ha
sido brevemente estudiado. El objetivo de este trabajo fue caracterizar y analizar el uso
de la levadura residual de la fabricacién de cerveza artesanal en cultivos hidropdnicos.
Se evaluo el efecto de la adicion de dicha levadura en el crecimiento y desarrollo de
Arabidopsis thaliana, Eruca vesicaria y Lactuca sativa en almacigos y en sistemas
hidropdnicos. Se observé un aumento significativo en el largo de la raiz principal

luego del tratamiento con las suspensiones de levadura en A. thaliana y E. vesicaria
crecidas en almacigos (SN 4.28 + 0.15, S05 7.30 £ 0.29; SN 39.68 + 2.20, S05 57.37 + 2.80,
respectivamente). En sistemas hidropénicos de raiz flotante, la inoculacién de levadura

a la solucién hidropénica incrementd un 30 % el area radicular de L. sativa en relacién
con el control. Se concluye que la inoculacién de S. cerevisiae cepa J14 aislada del residuo
de la elaboracién de cerveza, sola o incorporada a la solucién nutritiva de sistemas
hidropdnicos, podria ser una herramienta biotecnolégica como bioestimulante y/o
promotor del crecimiento vegetal.

Palabras clave: PGPM, sustentabilidad, Arabidopsis thaliana, Eruca vesicaria, Lactuca sativa.
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ABSTRACT

The ability of some microorganisms to stimulate the growth and development of plants
is known. However, the use of residual yeast from the artisanal brewing industry as
plant growth promoting microorganisms (PGPM) has been briefly studied. The aim of
this work was to characterize and analyze the use of residual yeast from the brewing
industry in hydroponic vegetable crops. We evaluated the effects of yeast addition on
plant growth of Eruca vesicaria, Arabidopsis thaliana y Lactuca sativa with this technique.
A significant increase in the principal root length was observed after the treatment with
the yeast suspensions in A. thaliana and E. vesicaria grown relative to the control (SN
4.28 + 0.15, S05 7.30 + 0.29; SN 39.68 + 2.20, S05 57.37 + 2.80, respectively). In floating
hydroponic systems, yeast inoculation to the hydroponic solution increased the root area
of L. sativa by 30 % in relation to the control. Our results confirm that Saccharomyces
cerevisiae strain J14 from the brewing industry may confer benefits in hydroponics crops
with positive effects on root growth. These results validate the potential application of
S. cerevisiae strain J14 in plant cultivation in hydroponic as a biotechnological tool.
Keywords: PGPM, sustainability, Arabidopsis thaliana, Eruca vesicaria, Lactuca sativa.

RESUMO

A capacidade de alguns microrganismos de estimular o crescimento e desenvolvimento
de plantas é conhecida. No entanto, o uso de levedura residual da inddstria cervejeira
artesanal como agente promotor de crescimento vegetal (PGPM, por sua sigla em inglés)
tem sido brevemente estudado. O objetivo deste trabalho foi caracterizar e analisar

o0 uso de levedura residual da industria cervejeira em hortalicas hidrop6nicas. Nds
avaliamos os efeitos da adi¢do de levedura no crescimento de plantas de Eruca vesicaria,
Arabidopsis thaliana e Lactuca sativa com esta técnica. Um aumento significativo no
comprimento da raiz principal e no nimero de raizes laterais foi observado apds o
tratamento com as suspensdes de levedura em A. thaliana e E. vesicaria cultivadas em
mudas (SN 4.28 + 0.15, S05 7.30 + 0.29; SN 39.68 + 2.20, S05 57.37 £ 2.80, respectivamente).
Em sistemas hidropdnicos de raizes flutuantes, a inocula¢do de leveduras a solugdo
hidropdnica aumentou a area radicular de L. sativa em 30 % em relagdo ao controle.
Nossos resultados confirmam que a estirpe J14 de Saccharomyces cerevisiae da industria
cervejeira pode prover beneficios em cultivos hidropénicos com efeitos positivos no
crescimento radicular. Esses resultados validam a potencial aplicacdo da cepa J14 de S.
cerevisiae no cultivo de plantas em hidroponia como ferramenta biotecnoldgica.
Palavras-chave: PGPM, sustentabilidade, Arabidopsis thaliana, Eruca vesicaria, Lactuca sativa.

INTRODUCCION

La hidroponia es un método de cultivo de plantas que utiliza nutrientes en su forma
inorganica disueltos en una soluciodn liquida, con o sin la utilizacién de sustratos.
En esta técnica las raices se sumergen en la solucién nutritiva, la cual presenta los
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macronutrientes y micronutrientes necesarios para su crecimiento y desarrollo (Sambo,
et al., 2019). Esta metodologia se utiliza especialmente en dreas aridas, donde los
requerimientos hidricos son limitantes (Martinez-Mate, et al., 2018). Actualmente la
produccion de alimentos es uno de los retos de sostenibilidad y sustentabilidad mas
importante del siglo XXI debido al rapido crecimiento de la poblacién. Sin embargo, la
tierra es un recurso limitado y mas del 33 % de los suelos ya no son aptos para el cultivo
debido a la contaminacion, entre otras actividades antropogénicas (Abhilash, et al., 2016).
En este escenario, el cultivo hidropdnico podria significar una herramienta para abordar
dicha problematica. Con esta técnica se pueden producir cultivos sin el uso de suelo,
pesticidas o agroquimicos, promoviendo la generacién de cultivos sustentables, la
economia circular y las huertas urbanas (Baras, 2018; Bekuma, 2019). La hidroponia
popular, por su parte, ha sido incentivada a través del Proyecto Regional para la
Superacion de la Pobreza en América Latina y el Caribe (RLA/86/004) y se trata de una
técnica que continda en auge (Marulanda e Izquierdo, 2003).

El componente microbiano del holobionte vegetal consiste en diferentes tipos de
organismos, entre los que se incluyen hongos, arqueas y bacterias (Hardoim, et al., 2015).
Se ha demostrado que el uso de rizobios, micorrizas y bacterias promotoras del
crecimiento vegetal cumplen funciones importantes que respaldan el desarrollo
y la salud de las plantas (Philippot, et al., 2013). Por tal motivo, se ha descripto a
determinados microorganismos como promotores del crecimiento de las plantas
(PGPM, por sus siglas en inglés). Las interacciones entre plantas y PGPM pueden ocurrir
a través de una variedad de mecanismos bioldgicos, directos e indirectos, entre los
que se destacan: fijacién bioldgica de N, atmosférico por bacterias en las plantas de
leguminosas, produccién de quelantes capaces de convertir minerales insolubles en
formas biodisponibles, produccién de fitohormonas como el acido indol-3-acético (IAA),
las citoquininas, las giberelinas y otros mecanismos relacionados con el control biolégico
(Naamala y Smith, 2020; Glick, 2012).

En las dltimas tres décadas, los PGPM han mostrado potencial para ser aplicados como
biofertilizantes o bioplaguicidas (Compant, et al., 2019; Villanueva, 2021). De esta forma, los
PGPM podrian tener un papel importante en la agricultura sostenible ya que su aplicacién
podria ayudar a aumentar la fertilidad de los suelos, la calidad alimentaria y nutricional, asi
como también mejorar la sustentabilidad de los agroecosistemas (Abhilash, et al., 2019).

La cerveza es la bebida resultante del proceso de fermentacién del mosto procedente
de la malta de cebada (sola o mezclada y aromatizada con ldpulo) mediante levadura,
principalmente Saccharomyces cerevisiae (cédigo alimentario argentino, CAA Art. 1080).
Durante el proceso de elaboracién, en la industria cervecera se generan dos subproductos
de mayor importancia: el bagazo y la levadura (Ramayo Cruz, 2018). La cantidad de levadura
residual obtenida depende de los parametros de fermentacion (aireacion, temperatura y
pH), el tipo de microorganismo, la concentracion de inéculo y la viabilidad y vitalidad de las
células, entre otros. La masa de levadura resultante durante el proceso de elaboracién varia
entre 1,5y 3 kg por cada 100 L de cerveza producidos (Olajire, 2012). Ese barro obtenido es
retirado de los fermentadores, en algun caso reutilizado, y luego desechado.

Se ha identificado una gran variedad de géneros de levadura pertenecientes a la
microbiota de la superficie de las plantas. Varios de ellos han sido identificados como
PGPM y/o agentes de biocontrol contra enfermedades en diferentes tejidos vegetales
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(Mukherjee, et al., 2020). Se demostré en una variedad de géneros de levadura la
produccién de auxinas, solubilizacién de fosfatos, oxidacion de nitrégeno, oxidacion
de azufre y produccidn de sideréforos (El-Tarabily y Sivasithamparam 2006; Nassar,
et al., 2005, Falih, et al., 1995 y Cloete, et al., 2009). Particularmente, se evidencié que
la adicién de Saccharomyces cerevisiae como biofertilizante en el suelo induce cambios
morfolégicos, aumenta la biomasa de las raices y el contenido de nitrégeno (N) y
fésforo (P) en plantas de tomate (Solanum lycopersicum), y de cafia de azucar (Saccharum
officinarum x spontaneum) (Lonhienne, et al., 2015). Sin embargo, la mayoria de los
efectos mencionados anteriormente de Saccharomyces cerevisiae han sido estudiados
en el sistema de suelo, mientras que su asociacion en los cultivos hidropénicos ha sido
brevemente analizado.

El objetivo general de este trabajo fue caracterizar y analizar el uso de la levadura
residual de la fabricacidn de cerveza artesanal en cultivos hidropénicos. Para ello
se evalud el efecto de la inoculacién de levadura en los procesos de germinacién,
crecimiento y desarrollo de plantas de Eruca vesicaria spp. (rdcula), Arabidopsis thaliana,
ambas de la familia de las Brassicaceae, y de Lactuca sativa spp. (lechuga), de la familia
de las Asteraceae, en el cultivo hidropénico. Se evaluaron parametros de crecimiento y
desarrollo en la fase de semilla-plantula y de plantula-planta.

MATERIALES Y METODOS
Aislamiento y caracterizacion de la levadura
Aislamiento

El aislamiento de las levaduras se realizé en el medio Hongos y Levaduras (extracto de
levadura 0.5 % p/v, glucosa 2 % p/v, cloranfenicol 0.01 % p/vy agar 1.5 % p/v, marca
Britania, Argentina). Para ello, se utilizé el barro de levaduras desechadas luego de

la etapa de fermentacién del mosto en la fabricacién de cerveza artesanal. Se realizé

el conteo de células/ml con cdmara de Neubauer (Smart, et al., 1999) y se calculd el
porcentaje de viabilidad. Se corrobord el recuento mediante técnica espectrofotométrica
a una DO (densidad 6ptica) a 620 nm de 0.1 en espectrofotémetro (BIOTRAZA®

modelo 721). Posteriormente se realizaron las diluciones apropiadas a fin de obtener
1000 células/ml de levaduras para los ensayos.

Caracterizacién

Se caracterizaron las levaduras mediante la amplificacion de la regién D1-D2

del gen de la subunidad grande ribosomal (LSU) con los cebadores NL1
(5’GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3') y NL4 (5-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3’), de acuerdo
con Kurtzman y Robnett (1997). Las reacciones de PCR se realizaron en un termociclador
Rotor Gene Q (Qiagen, Hilden, Alemania) con una mezcla preformada con el intercalante
Evagreen (Kapa HRM Fast, Biosystems). Luego de la amplificacién, los productos de

PCR fueron analizados en gel de agarosa y purificados utilizando el kit Accuprep Gel
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Purification Kit (Bioneer, South Korea). Los productos purificados se secuenciaron
mediante el Kit BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems), en el
equipo ABI Prism 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Las secuencias generadas se
analizaron mediante el software BLAST+2.12.0 (Boratyn, et al., 2013).

La determinacion de proteinas totales se realiz6 en base a la metodologia de Kjeldhal
(AOAC International, 1984). El estudio del metabolismo nitrogenado de las levaduras
se evalu6 mediante la produccién de aminoacidos durante el crecimiento de las cepas.
La separacion e identificacion de los aminodcidos se realiz6 mediante la técnica de
HPLC-MSMS, descripta por Gdmez Alonso y otros (2007). Para la digestién de la muestra
se utilizé un balén de 100 mly se pesé cantidad suficiente de muestra con un contenido
de aproximadamente 5 mg de proteina. Posteriormente se agregaron al balén 10 ml de
solucién HCl-Fenol, el cual se colocé en un manto calefactor (80 °C) y se conectd a un
refrigerante. La muestra se procesé con reflujo durante 3-4 dias. Luego se trasvasé a
vial de autosampler 100 ul de muestra (filtrada) y se agregé 900 ul de ACN (acetonitrilo),
conservandose refrigerada a -20 °C de temperatura hasta efectuar la corrida
cromatogréfica. Las muestras fueron inyectadas en cromatégrafo LC MSMS marca Waters
Xevo Infinity®, acoplado a un detector MSMS TQS Micro. Se usé la columna BEH amido
150 x 2.1 mm - Tp: 7.1 um (Waters), y los estandares de los aminoacidos cuantificados
fueron provistos por SIGMA-Aldrich®.

Para la determinacion de aniones y cationes, las muestras de levaduras se llevaron
a cenizas en una mufla a 600 °C (AOAC International,1998), y luego se resuspendieron
en agua. Las muestras fueron filtradas previamente con filtro de jeringa de 0.45 pm
(micrémetro) y se colocaron en tubos de plastico limpios y secos. Posteriormente se
analizaron mediante cromatografia iénica. Se utilizé un cromatégrafo iénico, modelo 940
Professional IC Vario, Metrohm®. Se utiliz6 la columna Metrosep Supp 5 - 150/4.0 para
la corrida cromatografica de aniones, y la columna Metrosep C4 150/4.0 para la corrida
cromatogréfica de cationes. Las columnas se encontraban termostatizadas a 30 °C. El
flujo para aniones fue 0.7 ml/min y para cationes, 0.9 ml/min.

Materiales vegetales

Se utilizaron semillas de A. thaliana ecotipo Columbia (COL-0), obtenidas del Arabidopsis
Biological Resource Center (ABRC, Columbus, OH), y semillas de E. vesicaria, obtenidas
de un proveedor local para los ensayos de germinacién. En los ensayos de crecimiento
y desarrollo radicular se utilizaron plantulas de L. sativa, A. thaliana ecotipo Columbia
(COL-0) y E. vesicaria, obtenidas de un proveedor local.

Soluciones nutritivas

Las soluciones nutritivas se basaron en la férmula de Resh (Resh, 2015). En los ensayos

de germinacién y crecimiento en almacigos se utilizé una concentracién de 3x103 % v/v
SNCRc (solucién nutritiva convencional de Resh concentrada) (SNCR1), mientras que en los
ensayos con la técnica de raiz flotante se usé una concentracién de 5x10-3 % v/v de SNCRc
(SNCR2). La concentracion de SNCRc fue para los macronutrientes nitrégeno: 140 ppm,
fésforo: 50 ppm, potasio: 352 ppm, calcio: 180 ppm, magnesio: 50 ppm, azufre: 168 ppm,
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hierro: 5 ppm y de micronutrientes manganeso: 0.8 ppm, cobre: 0.07 ppm, zinc: 0.2 ppm,
boro: 0.3 ppm, molibdeno: 0.03 ppm.

Condiciones de crecimiento
Ensayos de germinacion

Las semillas se esterilizaron superficialmente con etanol al 70 % v/v durante 10 min, con
35 % v/v de solucién de hipoclorito de sodio comercial durante 1 min, y se enjuagaron
cinco veces con agua estéril. Las semillas se estratificaron a 4 °C + 1 durante 3 diasen la
oscuridad. El ensayo de germinacidn se realizé en placas de Petri conteniendo papel de
filtro embebido con 15 ml de la solucién nutritiva de hidroponia SNCR1 (SN) 0 15 ml de
solucién de levaduras 1000 células/ml (S05). Se dispusieron las placas en forma horizontal
enunacamaraa20°C+4°Ca16 hdeluzy8h de oscuridad. La tasa de germinacién se
evalué mediante la cuantificacion del porcentaje de germinacién luego de 48,72y 96 h. El
evento de germinacion se definié como la total emergencia de la radicula (Bewley y Black,
1978; Weigel y Glazebrook, 2002).

Ensayos de crecimiento en sustrato de cultivo hidropdnico

El crecimiento de plantulas de A. thaliana y E. vesicaria en sustrato de cultivo hidropdnico
se realiz6 en bandejas conteniendo fibra de coco (constituido principalmente por
lignina, celulosa y hemicelulosa) (Rincén Reyna, et al., 2016). Se sembraron las semillas
esterilizadas y estratificadas sobre el sustrato y las bandejas se regaron una vez al dia
con agua destilada (control), con la solucién nutritiva SNCR1 (SN) o con la solucién de
levaduras 1000 células/ml (S05).

Ensayos de crecimiento en sistema hidropdénico de raiz flotante

En sistemas hidropdnicos de raiz flotante se utilizaron plantas de L. sativa de 4 hojas
verdaderas. El sistema se irrigdé durante 30 dias con la solucién nutritiva (control, SNCR2),
con la solucion de levaduras (505, 1000 células/ml) o con la solucién nutritiva inoculada
con la solucién de levaduras S05 (1000 células/ml). Luego se realizé un recambio de todas
las soluciones traspasando todas las plantas a una nueva solucion nutritiva (SNCR2) por
un periodo de 30 dias.

Analisis del desarrollo vegetal
Analisis de raices

Las plantas de E. vesicaria y A. thaliana cultivadas en fibra de coco se cosecharon a los 21y
14 dias respectivamente, y se fotografiaron. Se cuantificé el crecimiento de la raiz principal
y las raices laterales mediante el programa de procesamiento de imagenes FIJI (Weigel

y Glazebrook, 2002; Malamy y Benfey 1997, Schindelin, et al., 2012). Se analizé el area foliar
de plantas de L. sativa de 15 y 60 dias crecidas en sistema hidropdnico de raiz flotante
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(Weigel y Glazebrook, 2002). El sistema radicular de cada una de las plantas se fotografi6
y se cuantificé el area radicular mediante el programa de procesamiento de imagenes FIJI
(I)1.46r) (Schindelin, et al., 2012)

Analisis del area foliar y verdor

Se analizé el area foliar y el verdor de las hojas de plantas de L. sativa de 15y 60 dias
crecidas en sistema hidropdnico de raiz flotante (Weigel y Glazebrook, 2002). Cuatro hojas
de cada una de las plantas se escanearon (CannonScan lide 60). Se cuantificé el area foliar
mediante el programa de procesamiento de imagenes FIJI (IJ1.46r) (Schindelin, et al., 2012)
y se realizé un analisis sobre del color de las hojas de lechuga con el software CIELAB
(Yam y Papadakis, 2004).

Anadlisis estadisticos

Los valores indicados corresponden a valores medios + el error estandar de al menos

3 experimentos independientes. Se evaluaron 17 plantas de E. vesicaria, 21 plantas de
Arabidopsis thaliana y 4 plantas de L. sativa para cada condicién experimental. En los
ensayos de germinacidn, la estimacion de las diferencias estadisticamente significativas
entre el control y el tratamiento con la levadura se realizé mediante el test de Mann-
Whitney, con un intervalo de confianza del 95 %. Los datos obtenidos de los ensayos de
largo del hipocétilo (mm) y de la raiz principal (mm), el nimero de raices laterales, el drea
radicular (mm?), el area foliar (mm?) y el verdor de las hojas (UA) se analizaron mediante
ANOVA, test de comparacion multiple Tukey, con 95 % de intervalo de confianza. Para ello
se utilizé el programa GraphPad Prism (GraphPad Prism, 2007).

RESULTADOS
Identificacion y caracterizacion quimica de las levaduras

Los analisis realizados sobre la identificacion de la levadura comercial SO5 mediante
analisis bioinformatico BLAST (Boratyn, et al., 2013) evidenciaron un 98.8 % de homologia
con la levadura Saccharomyces cerevisiae cepa J14 (GenBank ID: KY606270.1).

El estudio del metabolismo nitrogenado de la levadura S. cerevisiae revel6 un
porcentaje mayor al 10 % para el acido glutdmico en g/100 g de proteina. Para los
aminodcidos acido aspartico, valina, glicina, fenilalanina, tirosina, lisina y leucina los
porcentajes fueron entre 5y 10 %; para isoleucina, prolina, treonina, alanina, arginina,
hidroxiprolina los porcentajes fueron entre 1y 5 %. El resto de los aminoacidos se
encontraron en valores menores al 1 % (Figura 1).
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FIGURA 1. Determinacion del contenido de aminoacidos de la levadura SO5 (porcentaje de
aminodcidos/100 g proteinas).

En la siguiente Tabla 1 se observa la determinacién de aniones y cationes de la
muestra de levadura S. cerevisiae.

TABLA 1. Concentracion en ppm de macronutrientes principales encontrados en las
cenizas de la levadura SO5.

Levadura S05 ppm
Nitrégeno 4.5
Potasio 310
Calcio 40
Magnesio 70

Sulfatos 56.6

Analisis de tasa de germinacién y crecimiento vegetal

Se evalud la tasa de germinacidn y el crecimiento de plantulas de E. vesicaria y A. thaliana
en sustrato de cultivo hidropdnico frente al tratamiento con la levadura S. cerevisiae. La
tasa de germinacion de las semillas de E. vesicaria y A. thaliana tratadas con S. cerevisiae
no presentd diferencias significativas respecto al tratamiento control (solucién nutritiva,
SN) (Figura 2).
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FIGURA 2. Tasa de germinacion de semillas de A. thaliana y E. vesicaria durante 96
horas. Porcentaje (+SE) de semillas germinadas a las 48, 72 y 96 h luego de la siembra
de A) E. vesicaria y B) A. thaliana. Se realizaron 2 experimentos independientes, n > 11.
Mann-Whitney test, intervalo de confianza 95 %.

En base a los resultados obtenidos en el analisis del proceso de germinacién in vitro,
se analiz6 la accién promotora del crecimiento vegetal de la levadura S. cerevisiae en
plantulas de E. vesicaria y A. thaliana en almacigos. Los tratamientos con las soluciones
de levaduras estimularon el crecimiento de la raiz principal con diferencias significativas
respecto al control (SN) para ambas especies de las plantulas analizadas (Figura 3C-D). El
tratamiento con S. cerevisiae aumentd un 42.5 % el crecimiento de la raiz de E. vesicaria
y un 70.6 % el largo de la raiz primaria de A. thaliana. Sin embargo, no se observaron
diferencias significativas en el tamafio de los hipocétilos en ninguna de las plantulas
analizadas respecto al control.

Se analizé el nimero de raices laterales de E. vesicaria crecidas en almdcigos.

Se observé un aumento significativo en el nimero de las raices laterales luego del
tratamiento con la solucién de S. cerevisiae respecto a las plantulas control (SN) (Figura 3E).
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FIGURA 3. Caracterizacion morfoldgica de plantulas de A. thaliana y E. vesicaria crecidas

en almdcigos en sustrato de cultivo hidropénico. Imagenes de plantulas de A) A. thaliana
de 14 dias de edad y B) E. vesicaria de 21 dias de edad, crecidas en fibra de coco y tratadas
con soluciéon nutritiva, SNCR1 (SN) o con solucién de levaduras S05 1000 células/ml

(S05). C) Longitud en mm (+SE) de hipocétilos y de la raiz principal de A. thaliana. D)
Longitud en mm (+SE) de hipocétilos y de la raiz principal de E. vesicaria. Se realizaron
tres experimentos independientes, n > 34. Los asteriscos indican diferencias significativas
respecto al correspondiente control de cada tratamiento (*) = P <0.01, (**) = P <0.001
(test de t), (***) = P <0.0001. E) NUmero de raices laterales (+SE) de E. vesicaria para cada
uno de los tratamientos mencionados. Se realizaron tres experimentos independientes,

n > 8. Los asteriscos indican diferencias significativas respecto al control (SN)

(**) =P <0.001. ANOVA, test de comparaciéon multiple Tukey, 95 % intervalo de confianza.
Barra 10 mm.

La evidencia presentada hasta el momento permite inferir que la levadura utilizada
S. cerevisiae cepa J14 presenta caracteristicas favorables como organismo promotor del
crecimiento vegetal para su uso en almacigos en sustrato de cultivo hidropénico. Los
resultados en E. vesicaria y A. thaliana demuestran que los efectos estimulantes del
desarrollo son independientes de la especie.

Con el objetivo de explorar la aplicacién de S. cerevisiae en el sistema de cultivo
hidropoénico de raiz flotante, se analizé el crecimiento y desarrollo de plantas de L. sativa
bajo el tratamiento con la solucién de levaduras durante 60 dias.
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Tal como se esperaba, al inocular la solucién nutritiva con la levadura S05 (SO5+SN) se
increment¢ significativamente el area radicular de L. sativa en relacion con el control a los
15y 60 dias (SNCR2, SN) (Figura 4A). A los 60 dias de crecimiento en el sistema hidropdnico
suplementado con S. cerevisiae, el area radicular de L. sativa aumenté un 30 % respecto
al tratamiento sin inocular. Respecto a la parte aérea, el tratamiento de inoculacién de la
solucién nutritiva con la levadura SO05 (S05+SN) aumentd significativamente el area foliar a
los 15 dias de cultivo respecto al control (Figura 4B). Sin embargo, luego de 60 dias no se
encontraron diferencias significativas en la parte aérea entre el tratamiento control y el
tratamiento de inoculacién de la solucién nutritiva con la levadura. Como un indicador de
calidad de los vegetales se realizé un analisis sobre el color de las hojas de lechuga. Las
plantas crecidas bajo la inoculacién de la solucién nutritiva con la levadura S05 (S05+SN)
presentaron diferencias significativas en el verdor de las hojas a los 60 dias de cultivo
(Figura 4C). Las plantas bajo el tratamiento de inoculacién de la solucién nutritiva con
la levadura S05 (S05+SN) mostraron un aumento del area radicular, acompafiado de un
aumento del verdor de las hojas.
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FIGURA 4. Area radicular, foliar y verdor de hojas de L. sativa en cultivo hidropénico con

o sin inoculacién con S05. A) Area (+SE) del sistema radicular (mm2) a los 15 y 60 dias. B)
Area (£SE) del sistema foliar (mm2) a los 15 y 60 dias. C) Verdor (+SE) de las hojas (unidades
arbitrarias) a los 60 dias. D) Imagenes de plantas representativas para cada uno de los
tratamientos: tratamiento control, solucién nutritiva SNCR2 (SN), solucion de levaduras
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(S05) y solucion nutritiva inoculada con la solucién levaduras SO5 (SN+S05). Se realizaron
2 experimentos independientes, n = 4. Los asteriscos indican diferencias significativas
respecto al correspondiente control de cada tratamiento (*) = P < 0.05. ANOVA, test de
comparacion multiple Tukey, 95 % intervalo de confianza. Barra =5 cm.

Estos resultados indican un potencial uso de la levadura S. cerevisiae como estimulador
del desarrollo en plantas de L. sativa crecidas bajo el sistema de cultivo hidropénico.

DISCUSION

Este trabajo indica un potencial efecto promotor del desarrollo radicular por parte de
la levadura S. cerevisiae cepa J14 en plantas de A. thaliana, E. vesicaria y L. sativa. La
aplicacion de S. cerevisiae cepa J14 en cultivo hidroponico representa una estrategia
de sostenibilidad basada en los principios de circularidad y una alternativa a los
productos sintéticos. En linea con estos resultados, se ha descripto el efecto promotor
del crecimiento vegetal por parte de S. cerevisiae en plantas de Solanum lycopersicum
(tomate) y Saccharum officinarum x spontaneum (cafia de azUcar) crecidas en suelo
suplementado con S. cerevisiae (Lonhienne, et al., 2015). En dicho trabajo, las plantas de
tomate cultivadas en presencia de levadura aumentaron la biomasa de las raices en un
56 % en comparacién con los controles cultivados sin suplemento de levadura. Del mismo
modo, las plantas de cafia de azlcar tratadas con levadura viva mostraron un 47 % mas
de biomasa en las raices en relacién con los controles. Similares reportes de la accion
promotora del crecimiento radicular por levaduras se presentan en los trabajos de Cloete
y otros (2009) y Amprayn y otros (2012) en plantas de Agathosma betulina y Oryza sativa,
respectivamente. Paradiso y otros (2017) han demostrado que la aplicaciéon de PGPM
produce un aumento significativo en el desarrollo vegetal, la actividad fotosintética y el
rendimiento de las semillas en cultivo hidropénico respecto a plantas sin inocular. Dichos
autores han utilizado un consorcio comercial conteniendo bacterias, levaduras, micorrizas
y Trichoderma en el cultivo hidropénico de Glycine max. En este sentido seria interesante
estudiar el tratamiento de asociaciones entre la levadura S. cerevisiae y bacterias u
hongos benéficos en el crecimiento de las plantas cultivadas en el sistema hidropénico.
En el presente trabajo se analizé la composicién de aminodacidos y minerales de las
soluciones de levaduras. En relacién con los primeros, la concentracién resulté mayor
para los aminoacidos aspartico, glutamico, serina, histidina, arginina y prolina, y menor
para el resto de los aminodacidos estudiados en comparacién con otra levadura tipo
S. cerevisiae usada comunmente en la fabricacion de cerveza artesanal conocida como
S04 (datos no publicados). Para el caso de los minerales analizados, las concentraciones
obtenidas en las levaduras resultaron menores a las de las soluciones nutritivas
convencionales en casi todos los macronutrientes, excepto para el magnesio. A pesar
de ello, a la luz de los resultados, las levaduras residuales de la produccion de cerveza
artesanal poseen potencial nutritivo para su uso en cultivo hidropdnico en comparacién
con la composicién convencional de la férmula de Resh (Resh, 2015). En el presente
trabajo se observ6 una mayor calidad radicular y foliar en las plantas inoculadas con
S. cerevisiae. Asimismo, se observé un aumento significativo en el color del tejido
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fotosintético de las hojas de las plantas de L. sativa tratadas con solucién nutritiva
inoculada con S. cerevisiae respecto al tratamiento sin inocular. Hay reportes que

demuestran que el tratamiento con levaduras incrementa el contenido nutricional vegetal.

Joshi'y otros (2018) reportaron el uso de S. cerevisiae en el cultivo de forraje hidropénico
para alimentacién de animales de granja. Ensayos realizados por Bedolla-Torres y otros
(2015) demostraron que la irrigacién de los géneros de levaduras Debaryomyces, Candida
y Yarowia incrementd el contenido nutricional del forraje verde hidropénico de Zea mays.
Por otro lado, el trabajo realizado por Abdul y Hussein (2020) informa que el
mecanismo bioldgico de risofagia podria explicar el efecto observado en la promocién
del crecimiento vegetal por parte de la levadura S. cerevisiae en plantas de L. sativa en
cultivo hidropdnico. Bajo el sistema de cultivo hidropdnico demostraron que las células de
levadura se adhieren alrededor de las células de la raiz de L. sativa, donde posteriormente
son fagocitadas por estas mismas y digeridas para obtener sustancias nutritivas. Sin
embargo, se han reportado otros mecanismos por los cuales las levaduras tienen la
capacidad de promover el desarrollo vegetal, entre ellos se destacan la produccién de
fitohormonas, aminodacidos, NHs, solubilizacién de fosfato inorgdnico y zinc, y la captura
de hierro a través de siderdéforos (Amprayn, et al., 2012; Freimoser, et al., 2019; Nutaratat,
et al., 2014). Las levaduras han sido descriptas como potentes antagonistas de varios
patdgenos vegetales. En las revisiones realizadas por los autores Freimoser y otros (2019)
y Mukherjee y otros (2020) se examina la aplicacién agricola de la levadura S. cerevisiae y
se destaca la escasez de estudios sobre los mecanismos de control bioldgico tanto para
usos en el suelo como en sistemas hidropénicos. Queda mucho por revelar y se requieren
investigaciones referidas a los posibles mecanismos biolégicos mediante los cuales
S. cerevisiae cepa J14 estimula el desarrollo de la radicula; como asi también estudios
que indiquen los posibles mecanismos de control bioldgico de S. cerevisiae, generando
oportunidades para el desarrollo de aplicaciones comerciales. Los resultados observados
bajo las condiciones experimentales de nuestro estudio abren una puerta para futuros
desarrollos agronémicos relacionados a la produccion de bioestimulantes a partir de
subproductos y su uso en cultivo hidropoénico.
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