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RESUMEN

Considerable atencién ha recibido el uso de
metabolitos de Pseudomonas para el control de
fitopatégenos. Las bacterias pertenecientes a este género
producen una amplia variedad de metabolitos
antimicrobianos y la obtencién de éstos por métodos
biotecnolégicos estd altamente influenciada por
parametros fermentativos. En el presente trabajo se
estudié la influencia de la fuente de carbono sobre la
sintesis de dichos compuestos en Pseudomonas aeruginosa
cepa PSS. Los mejores resultados se obtuvieron con
glicerol y acido glutdmico como fuentes de carbono,
demostrando la alta influencia de este factor sobre la

produccién de metabolitos antimicrobianos.

INTRODUCCION

Actualmente la tendencia mundial es hacia la disminucién
del uso de plaguicidas quimicos, en el control de plagas y
enfermedades que atacan los cultivos agricolas; por lo que se
buscan métodos alternativos, entre los que se encuentran los
biolégicos, con el empleo de microorganismos y/o sus
metabolitos para el tratamiento de enfermedades provocadas
por fitopatégenos, con vistas a la proteccién ambiental y
aumentar la productividad en la agricultura. (Pérez, 2004
Stefanova et al,, 1995; Cook et al., 1995)

Entre los microorganismos empleados en el control
biol6gico, se destacan las especies del género Pseudomonas,
por su gran versatilidad de producir metabolitos secundarios
antimicrobianos, como: sideréforos y antibiéticos, los cuales
pertenecen a grupos de compuestos quimicamente definidos
y con funciones biolégicas especificas, contra hongos
fitopatégenos como:  Alternaria  alternata,  Phylophthora
nicoteanae, Pythium ultimum, Sclerotium rolfsii 'y Rhizoctonia

solani, entre otros (Alemany, 2002; De Souza et al, 2003;
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ABSTRACT

Considerable attention has received the use of
metabolites from Pseudomonas as plant pathogens
control. Bacteria belonging to the Pseudomonas genus
produce a wide diversity of antimicrobial metabolites
and its production by biotechnological methods is
strongly influenced by fermentative parameters. In this
work the influence of carbon sources over antimicrobial
metabolites synthesis by Pseudomonas aeruginosa PSS
strain, was studied. The best results were obtained with
glycerol and glutamic acid as carbon sources, which
showed a remarkable influence on antimicrobial

metabolites production.

Villa, 1999; Dufty & Défago, 1997; Stefanova et al, 1995;
Thomashow & Weller, 1998; Howie & Suslow, 1991;
Gutterson, 1990).

Estos metabolitos son producidos durante la fase
estacionaria del crecimiento microbiano y su produccién
depende de las condiciones de cultivo, siendo los parametros
nutricionales de gran importancia, reconociéndolos como la
llave para incrementar los niveles de produccién de los
metabolitos (Alemany, 2002; Frias, 2003; Dufty & Défago,
1999; Ownley et al, 1992), con el fin de obtener productos
comerciales, por lo que para lograr un proceso industrial
econémicamente factible, el medio de produccién debe ser
menos complejo y viable, con vistas a abaratar los costos de
obtencién del producto.

Dado estos antecedentes, en este trabajo se presentan
resultados del estudio de la influencia de la fuente de
carbono en la sintesis de metabolitos antimicrobianos a

partir de Pseudomonas aeruginosa cepa PSS.
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MATERIALES Y METODOS

Microorganismos empleados

Pseudomonas  aeruginosa cepa PSS 'y Alternaria
alternata, procedentes de la coleccién de cultivos del
Instituto Cubano de Investigaciones de los Derivados
de la Cana de Aztcar (ICIDCA) y del Instituto Nacional
de Investigaciones de Sanidad Vegetal (INISAV)

respectivamente.

Medios y condiciones de cultivo

P. aeruginosa cepa PSS, fue conservada por
liofilizacién y en placas de King B Agar (King et al,
1954) a 27°C, mientras que el hongo fue crecido sobre
placas de Papa Dextrosa Agar (PDA) (Difco, Detroit,
MM1) a 27-30°C.

Influencia de la fuente de carbono en la sintesis de

metabolitos antimicrobianos

Para ello se evaluaron 9 fuentes de carbono de
origenes diferentes a una concentracién de 10 g L, las
cuales se relacionan a continuacién: Glucosa, lactosa,
sacarosa, almidén, glutdmico, glicerol, maltosa, soya y
Biopla (Medio residual en la produccién de melagenina)
(Ferndndez, 1998). Como fuente de nitrégeno se emple
urea (0.85 g L!) y como fuente de fésforo el K;HPO,
(0.566 g L) (Villa, 1999). Todos los medios fueron
ajustados con NaOH (0.1N) a pH 7 al inicio de la

fermentacion.

Desarrollo del inéculo

De un cultivo de 24 h crecido sobre Placa Petri con
King B agar, se tomaron 10 colonias y se transfirieron a
un matraz de 250-mL con invaginacién que contenfa 50
mL de King B caldo, el cual se incubé en zaranda
rotatoria durante 8 h a 30°C y 175 rpm para desarrollar
las células (Villa, 1999; Frias, 1997). Finalmente se
empled como inéculo, otro matraz de igual capacidad
conteniendo 90 mL de King B caldo inoculado en una
relacién de 1:10 e incubado 18 h a 175 rpm y 30°C
(Frias, 1997).

Condiciones de Fermentacion
El inéculo fue transferido en una relacién de 1:10 a

matraces invaginados de 250-ml de capacidad que

contenfan 90 ml de los medios con las distintas fuentes a
estudiar. Se incubaron por triplicado en zaranda
rotatoria durante 24 h a 30°C pH 7 y 175 rpm (Frias,
1997).

Anélisis realizados

Crecimiento: Mediante densidad éptica a 600 nm en
espectrofotémetro OPTON PM 22

pH: Las determinaciones de pH se realizaron en pH
metro Pacitronic MV 870.

Sideréforos: Se determinaron por un método
espectrofotométrico, conociendo el coeficiente de
absorcién molar E=2000 L M-'cm™! (Villa et al., 1995).

Determinacion de aziicares por cromatografia de fase reversa
(HPLC)

Las muestras del caldo fermentado (100 mL) se
centrifugaron, filtraron e inyectaron directamente al
sistema cromatografico. Los perfiles cromatogrificos se
obtuvieron en un cromatégrafo liquido isocrético con un
detector de indice de refracciéon. Se emple6 una columna
cromatografica SUPERCOSIL LC-NH,, 5 [Im, 250 x
4.5, con una pre-columna SUPERCOSIL LC-NH,, 5 [Jm
y valvula de inyeccion RHEODYNE, con lazo de 20 L1
Como fase mévil se emple6 acetonitrilo:agua 80:20, con
flujo de 2 ml min-'. La concentracién de los azicares se
calculé mediante el programa BIOCROM por el método

estdndar externo.

Determinacion de consumo de glicerol y glutdmico

Estos compuestos se determinaron por cromatogratia
de fase reversa (HPLC), segtin la técnica desarrollada en
el ICIDCA por Villa et al. (1999).
Produccion, extraccion y actividad antifiingica del crudo

El caldo final (24 h) obtenido por fermentacién (100
mL) se centrifugé durante 20 min a 10,000 rpm. Del
sobrenadante se tomaron 8 mL y fueron llevados hasta
pH 38 con HCl 1N y extraidos 8 veces con 1.4 mL de
acetato de etilo cada vez. Se centrifugd y la fraccién
orgénica se evapor6 hasta sequedad en estufa al vacfo a
45°C para cuantificar el principio activo en base a peso
seco (mg L) (Villa, 1999).
Ensayos in vitro

Se llevaron a cabo mediante ensayos de actividad

antibiética por la técnica del envenenamiento del medio
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de cultivo en Agar Papa Dextrosa (PDA); frente al
hongo fitopatégeno A. alternata. Se determiné el por
ciento de inhibicién del crecimiento micelial comparado
con un testigo y las mediciones se realizaron a las 48 h

(Frias, 2003; Villa, 1999; Bagnasco et al., 1998).

Andlisis estadisticos

Los experimentos se realizaron por triplicado y los
datos fueron procesados por el paquete estadistico
Statgraphics Plus para Windows, versién 5.0, Copyright
by Statistical Graphics Corp.1994-2000.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la obtencién de metabolitos antimicrobianos a
partir de P. fluorescens, la fuente de carbono juega un
importante emplear en el medio en que éstas se van a
desarrollar, por lo que todo estudio relacionado con su
efecto es indispensable para la produccién de los mismos
en condiciones de cultivo (Frias, 2008; Villa et al,, 2002,
2001; Dufty & Défago, 1997; Slininger et al,, 1996).

El efecto que ejercen las diferentes fuentes de
carbono sobre el crecimiento celular y la velocidad
especifica de crecimiento de la cepa P. aeruginosa PSS, se
presentan en la Fig. 1. En la misma se observa que la
fase estacionaria se alcanza a las 8 h para los medios
glutamico y glicerol y para la glucosa a las 10 h,
mientras que los medios Biopla, soya, sacarosa, lactosa,
almidén y maltosa apenas propiciaron el crecimiento de
la cepa PSS.
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Fig. 1. Dindmica de crecimiento de la cepa PSS de P.
aeruginosa con las 9 fuentes de carbono evaluadas, 30°C, 175
rpm (n= 3, desviacién estdndar= 0.03).
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Los resultados obtenidos en este trabajo coinciden
con los reportados por Villa (1999), Fernandez (1998) y
Frias (1997), con la misma cepa en los medios con

glucosa, glutdmico y Biopla.

Las fuentes de carbono estudiadas influyen sobre el
crecimiento de la cepa de modo diferente, alcanzando la
maxima velocidad especifica de crecimiento en el medio
con glucosa ([J= 0.3 h''), seguido de los medios
glutdmico y glicerol con una velocidad especifica de
crecimiento de [J=0.22 h' y [= 0.22 h
respectivamente). Sin embargo, sustratos como: soya,
sacarosa, lactosa, almidén, maltosa y el medio residual de
melagenina denominado Biopla (Tabla 1), reportan los

valores mds bajos (L1=0.05 h™).

Tabla 1. Resultados de la influencia de las fuentes de
carbono sobre el pH y la velocidad especifica de

crecimiento (L) en P. aeruginosa cepa PSS.

Fuentes de Carbono | pH | [I (h)
Glucosa 3.4 0.30
Lactosa 8.6 0.06
Maltosa 8.7 0.05
Almidon 8.5 0.05
Sacarosa 8.6 0.06

Glutamico 8.9 0.22
Glicerol 7.9 0.20
Soya 8.7 0.05
Biopla 8.8 0.05

Segtin el andlisis de varianza (ANOVA), las
fuentes de carbono estudiadas influyen
significativamente sobre el crecimiento celular para un
nivel de confianza del 99% (Datos no mostrados). Por su
parte, el test de Duncan evidencié la diferencia
significativa existente entre las fuentes de carbono,
destacandose los medios con glucosa, glutdmico y

glicerol para un [1=0.05 (Tabla 2).



Tabla 2. Resultados del Test de Duncan entre la

influencia de la fuente de carbono y el crecimiento

microbiano
Fuentes de Medias | Grupos
Carbono
Glucosa 2.70 A
Glutamico 2.10 B
Glicerol 1.90 B
Maltosa 1.39 C
Soya 1.39 C
Lactosa 1.8 C
Almidon 1.21 C
Sacarosa 1.12 C
Biopla 1.10 C

(n= 3) (o= 0.05) (Letras iguales no difieren significativamente)

Estos resultados indican que la cepa PSS logra un
mayor crecimiento al emplear un aztcar simple como la
glucosa, siendo facilmente asimilable por los
microorganismos, segtn el principio de economfa celular
(Fernandez, 1998).

Los niveles medio de crecimiento obtenidos con
glutdmico como fuente de carbono, se justifican al ser
convertidos los aminodcidos a [l-ceto 4acidos mediante
desaminacién oxidativa, siendo incorporados
directamente al ciclo de Krebs, asi como el glicerol se
fosforila y oxida a dihidroxiacetona fosfato, que a su vez
se isomeriza a gliceraldehido-3 fosfato, siendo éste un
compuesto intermediario que se encuentra tanto en la
via glicolitica como en la gluconeogénica (Stryer, 1995).

Por otra parte, los bajos niveles de crecimiento
obtenidos con disacdridos como fuente de carbono, asi
como el Biopla y la harina de soya, pudieran estar
relacionados con su asimilaciéon. Debido a la complejidad
de su estructura, éstos requieren de una previa hidroélisis
enzimética, llevdndolos a unidades individuales de
monosacdridos para ser transportados al interior de la
membrana citoplasmatica (Doudoroft & Palleroni, 1984).

La Fig. 2 muestra la influencia de la fuente de
carbono sobre la sintesis de metabolitos sideréforos,
donde el valor maximo alcanzado se produjo en el medio
glutamico con 800 [Imol L-!, seguido de glicerol (250

[Jmol L-'). Los niveles de produccién en las restantes

fuentes no sobrepasan los 70 [Jmol L-'. En los medios
donde se empleé lactosa, almidén, maltosa sacarosa, la
sintesis de sider6foros fue baja, coincidiendo con lo
reportado por Slininger et al. (1996) y en el que contiene
glucosa, se reporta el nivel mas bajo de produccién de
sideréforos, lo que confirma lo planteado por Villa
(1999).
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Fig. 2. Influencia de la fuente de carbono sobre la sintesis de
metabolitos sideréforos y antibiéticos en P. aeruginosa cepa
PSS a las 48 h. (n= 3, desviacién estdndar= 1.16)

El andlisis de varianza realizado a las fuentes de
carbono sobre la produccién de sideréforos muestra la
diferencia significativa para un 99% de confianza entre

los componentes (Datos no mostrados).

El test de Duncan refleja coincidencias entre grupos
como son los casos de lactosa-maltosa-Biopla-sacarosa
soya-almidén, siendo los medios glutdmico, glicerol y
glucosa los que mayor diferencias significativas

presentaron para un [J= 0.05 (Tabla 3).
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Tabla 3. Resultados del Test de Duncan entre la
influencia de la fuente de carbono sobre la produccién de
sideréforos.

Fuentes de Medias Grupos
Carbono

Glutamico 300.0 a
Glicerol 250.0 a
Almidén 61.6 b
Soya 61.6 b
Lactosa 53.8 b
Maltosa 51.6 b
Biopla 51.6 b
Sacarosa 50.0 b
Glucosa 36.6 b

(n= 38)(a= 0.05) (Letras iguales no presentan diferencias

significativas)

Estudios realizados por Nowak-Thompson et al.
(1994), plantean que la glucosa favorece o desfavorece,
segln el metabolito a obtener. Particularmente, la cepa
PSS prefiere un combustible ficilmente fermentable
como la glucosa para su crecimiento, sin favorecer la
produccién de metabolitos sideréforos, posiblemente por
la formacién de acido glucénico (Lehninger, 1981), si
tenemos en cuenta que el pH final de la fermentacién
alcanza valores bajos (8.4), mientras que con las
restantes fuentes de carbono, se mantuvo entre 7.9 y
8.9 (Tabla 1). Otros autores plantean que la sintesis de
metabolitos antimicrobianos es sensible a pH acidos,
mostrando una pronunciada dependencia de éste
pardmetro (Diaz de Villegas, 1999; Budzikiewicz, 1997;
Torres et al, 1986 y Meyer & Abdallah, 1978). Otros
plantean que los sideréforos pueden indirectamente
estimular la  biosintesis de otros compuestos

antimicrobianos (Leeman et al., 1996).

En trabajos realizados por Slininger & Shea-Wilbur
(1995) con la cepa Pseudomonas fluorescens 2-79 se obtuvo
un rango de pH entre 7 y 8 como éptimo para el acido 1-
carboxilo fenacina en el medio glucosa con urea. Sin
embargo, en nuestro trabajo con P. aeruginosa PSS, no se
incrementa el pH como sucede con las otras fuentes,

confirmando que la cepa PSS sélo utiliza la glucosa para

46

su crecimiento y como resultado del metabolismo
produce 4cido, que no inhibe el crecimiento del hongo,
por lo que no es un sustrato para obtener metabolitos
con fines fitosanitarios.

Por otra parte, estudios realizados por Dufty &
Défago (1999), plantean que la produccién de sideréforos
como el piochelin es incrementada en medios con
glucosa como fuente de carbono, asi como, el acido
salicilico por glicerol y glucosa, afirmando que la fuente
de carbono juega un papel importante en la obtencién de
dichos metabolitos. Sin embargo, en este trabajo se
obtuvieron los mejores resultados con 4dcido glutamico y
glicerol, coincidiendo ambos medios con los resultados
obtenidos en la produccién de metabolitos antibiéticos
tal como se observa en la Fig. 2, donde se llega a
alcanzar una inhibicién del crecimiento micelial del
hongo A. Alternata del 75-65% respectivamente.

Al realizar el andlisis de varianza de los resultados
(ANOVA), se comprobé que en la producciéon de
metabolitos antibidticos, influye significativamente la
fuente de carbono empleada, para un 99% de confianza
(Datos no mostrados).

Segin el test de Duncan, las fuentes de carbono
muestran diferencias significativas, donde los medios
gutdmico y glicerol, registran los mayores porcentajes
de inhibicién del crecimiento del hongo A. alternata
(Tabla 4) (Fig. 2).

Tabla 4. Resultados del Test de Duncan entre la
influencia de la fuente de carbono sobre la produccién de
metabolitos antibiéticos.

Fuentes de Medias Grupos
Carbono

Glutamico 75.8 a
Glicerol 65.5 a
Lactosa 35.8 b
Sacarosa 35.8 b
Maltosa 32.6 b
Biopla 32.6 b
Almidén 31.8 b
Soya 28.6 b
Glucosa 10.6 c

(n= 8)(a= 0.05) (Letras iguales no difieren significativamente)



Entre los factores que incrementan la produccién de
metabolitos sideréforos y antibidticos estd el suplemento
de aminodcidos al medio, encontrando que el &4cido
glutdmico es una de las fuentes de carbono més
empleadas al aportar carbono y nitrégenos al medio
(Frias, 2003; Slininger & Shea Wilbur, 1995; Casida,
1992).

En términos regulatorios, la expresiéon de genes
involucrados en la biosintesis de metabolitos secundarios
es positivamente controlada por el sistema de dos
componentes GacS/GacA (Heeb & Haas, 2001). Este
sistema de regulacién consiste en una proteina sensor
quinasa alrededor de la membrana (GacS) y una
proteina reguladora de la respuesta citoplasmatica
(GacA). El modelo propuesto es que GacS reconoce una
estimulacién ambiental especifica y activa a GacA
disparando la expresién del gen especifico (Pernestig et
al., 2001; Appleby et al, 1996). Muchos elementos
pueden estar involucrados en la regulacién de genes para
la biosintesis de antibidticos, formando un complejo
regulatorio en cascada, con el par gacS/gacA ejerciendo
control a alta jerarquia (Blumer & Haas, 2000; Chancey
et al., 1999; Sarniguet ef al., 1995). Se ha reportado que
las mutaciones en gacS o gacA eliminan la produccién del
2,4~diacetilfloroglucinol (2,4-DAPG), pioluterion (PLT),
pirrolnitrin (PRN) y fenacina (PHZ) (De Souza &
Raaijmakers, 2002).

Finalmente, es conocida la gran versatilidad
metabdlica que presenta el género Pseudomonas, que se
traduce en su capacidad de utilizar como fuente de
carbono sustratos muy variados para la produccién de
compuestos antimicrobianos, por ejemplo: trabajos
realizados por Shanahan ef al. (1993), observaron que la
sintesis del 2,4-diacetilfloroglucinol en Pseudomonas sp.
cepa F'113, fue estimulada por manitol o sacarosa, pero
no por glucosa. Otros autores plantean que la sintesis de
pioluteorin por P. fluorescens Pf-5, estd disminuida en
presencia de glucosa y en P. fluorescens HV-37°, la
produccién de oomicina estd presente cuando la glucosa
es la fuente de carbono (Kraus & Loper, 1995). Sin
embargo, Alstrom (1987) y James & Gutterson (1986),
plantearon que los microorganismos frecuentemente
prefieren una fuente de carbono especifica para la

produccién de un metabolito secundario en particular.

En este estudio con la cepa P. aeruginosa PSS, se
demostré la influencia significativa que ejerce la fuente
de carbono en la sintesis de metabolitos antimicrobianos
tales como siderdforos y antibidticos, donde los mejores
resultados fueron obtenidos con los medios glicerol y
glutamico. Todo lo cual brinda una alternativa
importante en la obtenciéon de medios de produccién de

metabolitos més econémicos.
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