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RESUMEN

Se realizé un estudio exploratorio para evaluar el efecto de Pseudomonas chlororaphis
y Pseudomonas oryzihabitans aisladas de raiz de granada en el crecimiento de
bacterias de interés médico. El género Pseudomonas se caracteriza por la capacidad
de metabolizar sustratos, producir pigmentos y otros metabolitos secundarios con
efecto biocida como mecanismo para el control de poblaciones microbianas. Las
cepas de P. chlororaphis y P. oryzihabitans se cultivaron en caldo nutritivo a 30°C por
siete y veintiin dias. Posteriormente se tomaron alicuotas, se centrifugaron a 10,000
rpm/10 minutos, y se avalud su efecto Staphylococcus aureus, Salmonella sp. y
Bacillus subtilis mediante la prueba de Kirby-Bauer. Ambas cepas de Pseudomonas
mostraron actividad inhibitoria en Staphylococcus aureus, Salmonella sp. y Bacillus
subtilis.

ABSTRACT

An exploratory study was carried out to evaluate the effect of Pseudomonas
chlororaphis and Pseudomonas oryzihabitans isolated from pomegranate root on the
growth of bacteria of medical interest. The genus Pseudomonas is characterized by
the ability to metabolize substrates, produce pigments and other secondary
metabolites with a biocidal effect as a mechanism for the control of microbial
populations. The P. chlororaphis and P. oryzihabitans strains were cultured in
nutrient broth at 30° C for seven and twenty-one days. Afterwards, aliquots were
centrifuged at 10,000 rpm/10 minutes, and their effect was evaluated on
Staphylococcus aureus, Salmonella sp. and Bacillus subtilis using the Kirby-Bauer test.
Both strains of Pseudomonas showed inhibitory activity in Staphylococcus aureus,
Salmonella sp. and Bacillus subtilis.
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Introduccion

Como producto de las interacciones microbianas, la
respuesta por parte de los microorganismos es la
producciéon de metabolitos secundarios con actividad
bioloégica variada y con clara incidencia en la
supervivencia del organismo (Evangelista y Moreno,
2007). Un metabolito secundario es una molécula
derivada del metabolismo secundario, incluyen
diferentes tipos de compuestos, como los pigmentos,

toxinas, inhibidores enzimaticos, agentes
inmunomoduladores, antagonistas y agonistas de
receptores, pesticidas, agentes antitumorales y

promotores del crecimiento en plantas (Marinelli 2012;
Cano, 2011)

Los géneros Bacillus y Pseudomonas se han propuesto
como organismos potenciales para en la agricultura
(Brill, 1981) dada su capacidad como potenciales
productores de metabolitos, como un mecanismo de
control de poblaciones microbianas, especialmente en la
zona de raiz, asi como su capacidad de sintetizar
hormonas que favorecen el desarrollo de vegetales,
reconocidas como promotoras del crecimiento vegetal
(Holguin, 2008). Entre los grupos bacterianos de
importancia en la produccién de metabolitos bioactivos
se encuentran principalmente a los Actinomicetos como
los principales productores (Cano, 2011).

Fravel (2005) demostré la capacidad antimicrobiana de
diferentes  especies del género Pseudomonas,
Pseudomonas chlororaphis, Pseudomonas aureofaciens,
Pseudomonas fluorescens y Pseudomonas syringae, en el
control de enfermedades en plantas. Estas especies se
han encontrado asociadas a la zona de la rizosfera de, por
ejemplo, en cultivos de Uchuva (Physalis peruviana) y se
les ha atribuido la capacidad de sintetizar y liberar
compuestos organicos volatiles frente a posibles agentes
patogenos (Matilla, 2017).

Bloemberg, et al,, (2000) reportan a Pseudomonas sp.
como productora de pirrolnitrinas, 2,4-
diacetilfluoroglucinol (DAPG), fenacinas y pioluteorina.
En un estudio realizado por Fakhouria, et al., (2001)
reportan que Pseudomonas sp es capaz de producir N-
mercapto-4-formilcarbostiril (Cbs) con efecto contra
Fussarium oxysporum f. sp. Iycopersici, Fusarium
culmorum, Cladosporium cucumerinum y Colletotrichum
lagenarum; lipopéptidos extraidos de Pseudomonas
fluorescens mismos que contienen valina y treonina, los
cuales exhibieron actividad antibacteriana (Shu-Wei
Yang, et al., 2004); viscosinamida, piocianina y cianuro de
hidrégeno los cuales son de interés para el biocontrol de
poblaciones (Haas y Défago, 2005); pirroles (Lorenzo, et
al., 2006); furanomicina con actividad antimicrobiana
contra Bacillus megaterium, Dickeya dadantii y Erwinia

amylovora (Trippe, et al, 2013); nunamicina y
nunapeptina con actividad antimicrobiana frente a
Rhizotocnia  solani 'y  Phytum  aphanidermatum
(Michelsen, et al., 2015).

En un estudio realizado por Nereus , et al.,, (2005) se
demostré que Pseudomonas chlororaphis es capaz de
producir ramnolipidos con poder de desintoxicar el suelo
de forma inocua. Pseudomonas oryzihabitans y
Pseudomonas cepacia producen 2,5-Diketo-D-Gluconato,
intermediario para la formacién de acido L-ascérbico
(Gutiérrez, et al., 2009)

A la fecha los trabajos reportados sobre el efecto
antagoénico en bacterias versan alrededor del estudio de
metabolitos bioactivos de origen vegetal y fingico. Y si
bien, existen reportes sobre el papel del género
Pseudomonas como uno de los géneros de mayor
importancia en la zona de la rizosfera, quién juega un rol
importante como biocontroladora de poblaciones no
autoctonas, atribuido a su capacidad de producir
moléculas bioactivas con efecto antagénico en diversos
frutales como zarzamora, manzana, pera, brécoli entre
otros, y dado que son nulos los trabajos sobre la
evaluacidn antagdnica en bacterias de interés médico, se
dio el interés en poder determinar el efecto antagbénico
Pseudomonas chlororaphis y Pseudomonas oryzihabitans
aisladas de raiz de granada de la comunidad del Tephé
Ixmiquilpan Hidalgo, México en el crecimiento de
Salmonella sp. E. coli, Staphylococcus aureus y Bacillus
subtilis.

Metodologia
Obtencién de las cepas

Las cepas de Pseudomonas chlororaphis y Pseudomonas
oryzihabitans fueron aisladas de raiz de un cultivo de
granada. Se identificaron con la secuenciacion (Sanger)
de la regién 16s ribosomal con los oligonucleétidos los
oligonucleétidos universales 27F y 1492R de acuerdo a
las condiciones previamente descritas por Lane (1991).

Las cepas de Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Bacillus subtilis y Salmonella sp. fueron proporcionadas
por parte de la Coleccién de Cultivos Microbianos (CDBB)
del CINVESTAYV, IPN. Se mantuvieron en medio Mueller-
Hinton (MH) a 4°C.

Obtencion de los sobrenadantes bacterianos

Se prepararon cultivos bacterianos iniciales de P.
chlororaphis y P. orizyhabitans a una concentracién de
1.5X108 UFC/ ml de acuerdo con el estandar 0.5 de Mac
Farland, se incubaron a una temperatura de 30° durante
siete y veintiun dias. Se centrifugaron a 10,000 rpm / 10
minutos.
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A los sobrenadantes se les asigné una clave para
identificar el dia siete y de 21 dias, de tal manera que la
cepa de P. chlororaphis se le asigné la clave Cl7 (siete
dias) y CI21 (veintiin dias). También se asign6 la clave
Clv para identificar al tratamiento con P. chlororaphis
como cultivo vivo aplicado a los sensidiscos.

En el caso de P. oryzhabitans, los sobrenadantes se
identificaron como 0z7 y 0z21 (sobrenadante de 21
dias) y OZv (cultivo vivo).

Ensayo para determinar la actividad antagénica

Se realiz6 un ensayo mediante la técnica de Kirby-Bauer,
empleando un indculo de 1.5X108 UFC/ml para
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis y
Salmonella sp, segin el estandar 0.5 de McFarland. Se
realiz6 un disefio en bloques al azar, estableciendo como
unidad experimental una caja de Petri con agar Muller
Hinton, con seis tratamientos:

Grupo 1 (Cl7): Sobrenadante de P. chlororaphis (siete
dias de incubacién); Grupo 2 (Cl121): Sobrenadante de P.
chlororaphis (veintitin 21 dias de incubacién); Grupo 3
(Clv): P. chlororaphis (cultivo vivo de 21 dias), Grupo 4
(0z7): Sobrenadante de P. oryzhabitans (siete dias de
incubacién); Grupo 5 (0z21): Sobrenadante de P.
oryzhabitans ( veintiin 21 dias de incubacién); y Grupo 6
(Ozv): P. oryzhabitans (cultivo vivo de 21 dias), con seis
repeticiones.

Los cultivos se incubaron a 35°C durante 24 horas y se
midieron los halos de inhibicién.

Resultados y discusion

La tinciéon de Gram confirmo las caracteristicas célulares
de Pseudomonas citadas en la literatura, de ser bacilos
rectos o ligeramente curvos Gram negativos, con arreglo
caracteristico y no formadoras de esporas. (Figura 1).

En medio agar Infusiéon Cerebro Corazén (BHI), las
colonias caracteristicas de P. chlororaphis y P.
oryzhabitans son brillantes, himedas, blancas a rosaceas,
borde liso, convexas (Figura 2).

Figura 2. Cultivo de P.
chlororaphis y P.
oryzhabitans

Figura 1. Tincién de Gram
de Pseudomonas

Figura 3. Prueba de Kirby-Bauer en B. subtilis (A), Salmonella
sp (B), E. coli (C) y S. aureus (D) utilizando los sobrenadantes
de P. chlororaphis (CL7 y CI21) y P. oryzihabitans (0z7 y 0z21) y
las cepas vivas (Clv y Ozv)

Tabla 1. Valores promedio de los halos de inhibicién en mm.

B. subtilis
UE Cl121  Ozv

Salmonella sp  S. aureus
Cl21  Ozv 0z7 Ozv

1 NE 7.8 NE 7.8 6.2 7.7
2 NE NE 6.0 NE NE 8.3
3 6.9 9.8 6.0 6.3 6.0 7.4
4 NE NE 7.0 7.8 6.3 7.8
5 NE 7.7 6.0 10 7.0 9.1
6 6.1 7.0 7.3 6.5 8.2 7.6
X 2.1 538 538 64 561 798

La cepa de P. orizihabitans (0z7) mostré tener efecto
inhibitorio para S. aureus, lo cual es trascendental para la
investigacion ya que P. oryzihabitans no ha sido
reportada anteriormente con propiedades
farmacoloégicas, sin embargo Pérez, et al, (2014)
reportan que P. oryzihabitans es capaz de inhibir a B.
cepacia, microorganismo responsable de importantes
patologias para el ser humano que pueden llegar a causar
serias complicaciones respiratorias (Pegues, 2017) B.
cepacia son bacilos gramnegativos aerobicos obligados
no fermentadores de glucosa y catalasa positiva. La
inhibicién por parte de P. oryzihabitans sugiere la
producciéon de metabolitos secundarios que inhiben
como enzimas extracelulares, lipasas y amilasas (Pérez,
etal., 2014).
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De acuerdo con la literatura, P. chlororaphis secreta
piocianina, que, a través de su capacidad de reduccién,
induce a las células a generar especies reactivas de
oxigeno (Britigan, et al, 1999) dando como resultado
dafios en el DNA, lipidos y proteinas, afectando su
funcién y causando mutaciones. La piocianina secretada
por P. chlororaphis es responsable de generar en mayor
parte el efecto supresor en la zona de rizosfera donde se
encuentra.

Farias, et al., (2006), concluyen que la produccién de
metabolitos secundarios bioactivos, es dependiente de la
fuente de carbono para Pseudomonas. Villa Gémez
(1999) encuentra que Pseudomonas fluorescentes es
capaz de sintetizar y de utilizar distintos metabolitos
secundarios con efecto antimicrobiano. Los metabolitos
implicados son pirroles, floroglucinol, sideréforos,
fenacinas, antibidticos, pirrolnitrin y acido cianhidrico.
En otro estudio se encuentra que Pseudomonas es capaz
de producir bacteriocinas, toxinas bioactivas proteicas,
las cuales poseen la capacidad de inhibir a otros
microorganismos (Condori & Corrales, 2012).

Vanegas y Ramirez (2016), a través de una cinética de
crecimiento para Pseudomonas fluorescens encontraron
a temperaturas menores de 33°C, existe una relacién
directa entre biomasa y la sintesis de metabolitos
secundarios, ante las condiciones de estrés por consumo
de nutrientes. En un trabajo realizado por (Frias, et al,,
2006), reportan que la capacidad de Pseudomonas para
producir metabolitos secundarios, sideréforos y
proteasas, pero no HCN. Por otro lado, Vanegas y
Ramirez (2016) proponen que la produccién de
metabolitos secundarios se da en funcién de la
disponibilidad de nutrientes en el medio. El medio de
cultivo utilizado y las condiciones de crecimiento juegan
un papel crucial, ya que se han registrado diferencias
notorias en el efecto inhibitorio cuando se utilizan
diferentes medios de cultivo (Villa Gémez, 1999; Vanegas
& Ramirez, 2016).

Andreogloua, et al, (2003) realizan un trabajo donde
analizan la actividad de P. oryzhabitans bajo condiciones
variables de humedad y temperatura en suelos (habitat,
propios de la especie). Los datos que se obtuvieron
mostraron que las temperaturas éptimas de crecimiento
de P. oryzhabitans fue entre 25 a 30°C, lo cual concuerda
con lo citado por (Dussart, et al.,, 2003) de que, en suelos
himedos, son los rangos 6ptimos de crecimiento. Este
dato es de suma importancia para el estudio, pues los
resultados obtenidos mostraron que P. oryzhabitans
(Ozv) cuando se aplic6 como cultivo vivo en los pozos
mostr6 un mayor efecto inhibitorio para B. subtilis,
Salmonella sp. y S. aureus, lo cual sugiere que la
produccién de substancias bioactivas que pudieran tener
efecto biocontrolador pudieran sintetizarse como

mecanismo de control por alguna sefializaciéon quimica
probablemente inducida, lo que juega un papel
primordial en la zona de la rizosfera en donde habitan
estas cepas.

Los datos obtenidos en esta investigacion exploratoria
son relevantes, pues si bien P. chlororaphis y P.
oryzihabitans se reportan como bacterias productoras de
sustancias bioactivas que podrian estar implicadas en los
mecanismos de biocontrol microbianas en la zona de
raiz, y siendo escasos o casi nulos los estudios sobre su
posible efecto en cepas bacterianas de interés médico,
abre una posibilidad de poder estudiar cuales podrian
ser aquellos metabolitos bioactivos con efecto
antagonico, ademas de la produccion de sideroéforos,
pigmentos, bacteriocinas entre otros (Pérez, et al., 2014).

En torno a este aspecto, anteriormente se ha estudiado a
Pseudomonas por su capacidad de generar supresion de
enfermedades en las plantas lo cual sucede a través de
dos procesos alternativos. El primero se refiere a la
supresion general, la cual es atribuida a las interacciones
con la comunidad microbiana, lo cual se traduce a la
competencia por los recursos disponibles (Mazzola,
2002; Weller, et al., 2002).

El segundo proceso, es la supresion directa, en donde se
ha podido observar que mediante la adicidon de un suelo
supresivo (1-10% p/p) (presencia de bacterias
biocontroladoras) con suelo libre de microorganismos
(van der Voort, et al., 2016), se da la supresién mediante
la liberacion de substancias bioactivas volatilizadas
como lo son antibiéticos y siderdéforos (Weller, et al.,
2002).

Hecho que lleva a sugerir la conveniencia en buscar
nuevos principios activos con gran potencial en el area
agricola para controlar especies fitopatégenas. También
abre el horizonte a buscar principios activos con efecto
antagonico en bacterias de causantes de infecciones en el
hombre.

Frente a los estudios enfocados a la inhibicién de
microorganismos por parte de Pseudomonas, la mayoria,
se enfocan como un importante recurso para el
desarrollo de plaguicidas, fungicidas y especialmente el
combate de fitopatégenos, sin embargo, dejan a un lado
la posibilidad de poder estudiar los metabolitos que ella
sintetiza como posibles precursores para el desarrollo de
farmacos para el uso humano.

Conclusiones

El efecto antagdnico de los sobrenadantes y cultivo vivo
de P. chlororaphis y P. oryzihabitans en Staphylococcus
aureus, Salmonella sp. y Bacillus subtilis, confirman la
capacidad que tienen estas especies en el control de
poblaciones bacterianas, atribuible quizas a la sintesis de
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sustancias bioactivas, lo que sugiere que la bacteria se
comporta de esta misma manera en la zona de raiz, lo que
realza su funcién biocontroladora de poblaciones
microbianas. También abre la posibilidad de estudiar los
pardmetros de crecimiento 6ptimos de cultivos en el
laboratorio para inducirla a la sintesis estos metabolitos
bioactivos como candidatos a la bisqueda de nuevos
principios activos con efecto para el desarrollo de nuevos
recursos antimicrobianos.
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