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57  Resumen:
Cepas de Pseudomonas sp. y usos de las mismas.
La presente invención hace referencia a la cepa
Pseudomonas sp. CECT8327 y/o mutantes de la
misma, así como a su uso para la degradación de
terpenos cíclicos y acíclicos y/o derivados terpérnicos
cíclicos y acíclicos, a su uso como agente antifúngico,
además de como agente productor de surfactantes.
La presente invención describe también una
composición que comprende dicha cepa, sola o en
combinación con al menos un segundo agente
antifúngico. Así, la presente invención puede
englobarse en el campo del medio ambiente,
apl icándose part icularmente en técnicas de
biorremediación, degradación de residuos y
metabolismo de terpenos en todo tipo de reacciones
industriales.
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DESCRIPCIÓN 

Cepas de Pseudomonas sp. y usos de las mismas. 

CAMPO DE LA INVENCIÓN 

La presente invención hace referencia a una cepa aislada de Pseudomonas sp. (en adelante 
cepa CECT8327 o cepa de la invención), y a su uso para la degradación de terpenos en 5 
general y derivados terpénicos; así como a su uso como agente antifúngico o como agente 
productor de surfactantes. La presente invención se engloba en el sector del medio ambiente, 
aplicándose particularmente en técnicas de biorremediación, degradación de residuos 
ambientales de terpenos y derivados terpénicos en todo tipo de reacciones industriales. 

ESTADO DE LA TÉCNICA 10 

La resina de coníferas es una mezcla compleja de metabolitos secundarios de dichas plantas. 
La resina protege los tejidos dañados de los árboles frente a insectos fitófagos y patógenos de 
las plantas. Los principales componentes de la resina son los terpenos cíclicos, los flavonoides 
y los ácidos grasos. Los terpenos son los metabolitos de la resina mejor caracterizados porque 
pueden ser fácilmente identificados con técnicas tales como la cromatografía de gases. Los 15 
terpenos cíclicos más abundantes en la resina de pino son los monoterpenos, sesquiterpenos y 
diterpenos (TRAPP S y CROTEAU R. Defensive resin biosynthesis in conifers. Annu. Rev. 
Plant. Phys. 2001. Vol. 52, páginas: 689-724). Dado que muchos de los terpenos de la resina 
muestran propiedades antibacterianas y antifúngicas, son considerados fitoalexinas que 
explican la toxicidad de la misma (GRAYER RJ y HARBORNE JB. A survey of antifungal 20 
compounds from higher plants, 1982-1993. Phytochemistry 1994, Vol. 37, páginas: 19-42). 

Adicionalmente muchos terpenos exhiben características interesantes para la industria química, 
especialmente en la producción de fragancias, aceites esenciales y aditivos alimentarios; así 
como en medicina por sus propiedades citotóxicas, cardiotónicas y antiinflamatorias. No 
obstante, desde un punto de vista ambiental los terpenos y los derivados terpénicos que no son 25 
biodegradables bajo condiciones ambientales naturales, representan uno de los principales 
contaminantes ambientales. Dichos compuestos se encuentran contaminando el agua efluente 
de plantas industriales tales como el agua de las fábricas de pasta de papel (SUNTIO LR. et al. 
A review of the nature and properties of chemicals present in pulp mill effluents. Chemosphere. 
1988, Vol. 17, páginas: 1249-1290), representando toneladas de residuos anuales procedentes 30 
de los materiales basados en terpenos. 

Hasta la fecha, en el estado de la técnica se conocen muy pocos microorganismos con 
capacidad para degradar terpenos. Además entre los microorganismos conocidos con esta 
capacidad, o bien degradan únicamente terpenos cíclicos (MOHN WW. et al. Physiological and 
Phylogenetic Diversity of Bacteria Growing on Resin Acids. Syst. Appl. Microbiol. 1999, Vol. 22, 35 
páginas: 68-78), o bien degradan solo terpenos acíclicos (LINOS A. et al. Biodegradation of cis-
1, 4-polyisoprene rubbers by distinct actinomycetes: microbial strategies and detailed surface 
analysis. Applied and environmental microbiology. 2000, Vol. 66, páginas: 1639-45). Por todo 
ello, el reciclaje es hasta la presente invención la única alternativa posible ante la acumulación 
de este tipo de materiales (ABRAHAM E. et al. Recent Developments in Polymer Recycling. 40 
2011; Paginas: 47-100. ISBN: 978-81-7895-524-7; BOONDAMNOEN O. et al. Recycling waste 
natural rubber latex by blending with polystyrene: characterization of mechanical properties. 
Advanced Materials Development and Performance (AMDP2011). International Journal of 
Modern Physics: Conference Series. 2012, Vol. 6, páginas 391-396). 

En definitiva, no existe un tratamiento eficaz para la degradación de los distintos tipos de 45 
terpenos, cíclicos y acíclicos, así como de los derivados terpénicos, sin necesidad de 
discriminar el tipo de terpeno concreto. Por ello, los terpenos en general, y los derivados 
terpénicos de cualquier tipo, continúan siendo un problema, como contaminantes medio-
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ambientales, por su difícil degradación. A la vista de lo anterior, existe una necesidad 
permanente de desarrollar métodos para la degradación y eliminación de los terpenos y 
derivados terpénicos cíclicos y acíclicos, incluyendo la biorremediación bacteriana. 

DESCRIPCIÓN DE LA INVENCIÓN 

Definiciones 5 

A los efectos de la presente invención, la expresión "derivado terpénico" se refiere a materiales, 
sustratos y sustancias cuya estructura química este total o parcialmente  basada en terpenos 
tanto cíclicos como acíclicos. 

A los efectos de la presente invención por el término "degradación" se entiende el proceso por 
el que un terpeno o derivado terpénico pierde uno o varios átomos de carbono, o por el que un 10 
terpeno o derivado terpénico se descompone en moléculas más simples. 

A efectos de la presente invención, se entiende por el término "degradación", la transformación 
de la estructura compleja del compuesto, preferentemente, terpenos o derivados terpénicos, en 
otra de estructura más sencilla. 

Por la expresión "tratamiento de compuesto hidrofóbico" se entiende el aumento de su 15 
biodisponibilidad en procesos de biorremediación. 

En la presente invención, las expresiones "terpeno acíclico" y "terpeno lineal" se usan 
indistintamente y hacen referencia a todo terpeno que no tiene una estructura cíclica.  

En la presente invención por las expresiones "cepa de la invención" y "cepa CECT8327" se 
entiende la cepa CECT8327, cepa aislada de Pseudomonas sp y mutantes de la misma. 20 

A efectos de la presente invención, los términos "mutante", "cepas mutantes" y "mutantes de la 
misma", se refieren específicamente a las cepas bacterianas que son generadas u obtenidas 
mediante técnicas de mutación espontanea o inducida, a partir de la cepa perteneciente a 
Pseudomonas sp CECT8327, que se describe y ejemplifica en el presente documento. Las 
cepas mutantes descritas en el presente documento y obtenidas a partir de la cepa CECT8327 25 
como material de partida, mantienen o mejoran una o varias de las propiedades de la cepa de 
la invención, que incluye al menos su capacidad para degradar terpenos cíclicos y acíclicos y 
derivados terpénicos; pudiendo incluir adicionalmente, su capacidad antifúngica, su capacidad 
de producir agentes surfactantes en presencia de compuestos hidrofóbicos, su utilización como 
biofactorías y su capacidad para degradar imazalil. La persona experta en la técnica es capaz 30 
de realizar las técnicas apropiadas para verificar si las cepas mutantes obtenidas presentan 
dichas propiedades. Posibles métodos para determinar dichas propiedades se recogen en el 
apartado Ejemplos. 

La obtención de cepas mutantes a partir de la cepa CECT8327 puede llevarse a cabo por 
medio de la aplicación de uno o varios métodos de mutagénesis. El método se selecciona, sin 35 
limitación, de la lista que comprende mutagénesis química, mutagénesis por radiaciones y 
mutagénesis por elementos transponibles. Las mutaciones espontaneas pueden ocurrir debido 
a la acción de las radiaciones naturales e incluso durante la replicación del ADN debido a 
errores en la lectura de las bases. La frecuencia de mutación puede aumentarse 
significativamente con el uso de métodos de mutación inducida. Tanto Las mutaciones 40 
espontaneas como las inducidas se producen como resultado de cambios estructurales en el 
genoma como por ejemplo, pero sin limitación, cambio en el número de cromosomas, cambio 
en el orden de uno o varios genes dentro del cromosoma o cambio en la secuencia de bases 
dentro de un gen (mutación puntual). Como agentes que provocan mutagénesis química se 
usan, sin limitación, agentes que reaccionan con el ADN, aunque el ADN no se esté replicando, 45 
ocasionando cambios químicos en las bases que provocan un apareamiento incorrecto y 
agentes intercalantes o análogos de bases. Entre agente que reacciona con el ADN, sin 
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limitación, están el ácido nitroso, hidroxilamina, agente alquilante (etil metano sulfonato [EMS], 
metil metano sulfonato [MMS], dietil sulfato [DES], diepoxi butano [DEB], N-metil-N-nitro-N-
nitrosoguanidina [NTG], N-metil- N-nitroso urea (gas mostaza), agente intercalante (acridina, 
bromuro de etidio o dihidroetidio). 

La mutagénesis por radiaciones puede ser producida, pero sin limitarse, a radiaciones 5 
ultravioleta o radiaciones ionizantes como los rayos X o los rayos gamma. 

La mutagénesis por elementos transponibles puede ser producida, pero sin limitarse, a la 
inserción de una secuencia de inserción o de un transposón en una secuencia de uno o varios 
genes de la cepa bacteriana de la presente invención. 

A efectos de la presente invención, el término "similitud" se refiere al grado de similitud de 10 
secuencia entre dos moléculas de ácido nucleico comparadas mediante la alineación de sus 
secuencias. El grado de similitud entre dos secuencias de ácidos nucleicos que se comparan 
es una función del número nucleótidos idénticos que se localizan en posiciones comparables. 
El porcentaje de similitud de dos secuencias de ácidos nucleicos, a efectos de la presente 
invención, se determina mediante los programas informáticos ClustalW, BLAST, FASTA o 15 
Smith-Waterman. 

A efectos del presente documento y haciendo referencia a la "Lista de Secuencias" que lo 
acompaña, se incluye la traducción al castellano de las palabras que aparecen en ingles en 
dicha "Lista de Secuencias". Así, "source": fuente; "mol_type": tipo de molécula; "unassigned 
DNA": ADN no asignado; y "organism": organismo. 20 

BREVE DESCRIPCIÓN DE LA INVENCIÓN 

La presente invención soluciona el problema planteado en el apartado anterior mediante la 
identificación y uso de una cepa aislada de Pseudomonas sp. , la cepa CECT8327 y mutantes 
de la misma. 

Por lo tanto, el primer aspecto de la presente invención hace referencia a la cepa aislada 25 
perteneciente a Pseudomonas sp. CECT8327 y cepas mutantes de la misma, donde las cepas 
mutantes son obtenidas a partir de la cepa de la invención como material de partida y donde 
las cepas mutantes mantienen una o varias de las propiedades de la cepa de la invención, 
propiedades que incluye al menos su capacidad para degradar terpenos cíclicos y acíclicos y 
derivados terpénicos; pudiendo incluir adicionalmente, su capacidad antifúngica y su capacidad 30 
de producir agentes surfactantes en presencia de compuestos hidrofóbicos, además de su 
capacidad para degradar imazalil y como biofactoría para la producción de sustancias o 
compuestos a escala industrial partiendo de resina rica en terpenos y/o derivados terpénicos, 
como fuente de carbono. 

En la presente invención por las expresiones "cepa de la invención" y "cepa CECT8327" se 35 
entiende la cepa CECT8327, cepa aislada de Pseudomonas sp. , .y mutantes de la misma, 
como se han definido anteriormente. 

Sorprendentemente, los inventores de la presente invención, han aislado y caracterizado la 
cepa de Pseudomonas sp. CECT8327 en comunidades microbianas asociadas a una fuente de 
microorganismos no considerada hasta la fecha en el estado de la técnica como posible fuente 40 
de microorganismos, en concreto la resina de Pinus sylvestris (P. sylvestris, o pino silvestre, en 
adelante), que incluye la resina asociada a las agallas generadas por el insecto Retinia 
resinella Linnaeus, grupo del orden Lepidoptera (NIEUKERKEN EJ. et al. Animal biodiversity: 
An outline of higher level classification and survey of taxonomic richness. Order Lepidoptera 
Linnaeus, 1758.En: Zhang, ZQ (ed). Magnolia Press: New Zealand. 2011, paginas: 212-221). 45 

Es conocido en el estado de la técnica que las larvas de Retinia causan pequeñas heridas en el 
P. sylvestris, que inducen la secreción de resina, la cual es manipulada por la larva para 
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construir una cápsula de resina a modo de una dura capa protectora. También es conocido que 
las agallas son nódulos construidos con la resina exudada por el pino, en el interior de las 
cuales viven las larvas de Retinia. Cada larva se desarrolla dentro de la agalla de resina 
durante cerca de dos años, completamente aislada del ambiente externo por su refugio rico en 
terpenos. 5 

La identificación de la cepa CECT8327 es un hallazgo inesperado por varios motivos. En 
primer lugar porque la fuente de la que se ha aislado la cepa, la resina, como es bien conocido 
en el estado de la técnica, es mayoritariamente rica en terpenos cíclicos, y estos, a priori , de 
acuerdo a los conocimientos generales, inhiben el crecimiento de los microorganismos (WANG 
J. et al. Robust antimicrobial compounds and polymers derived from natural resin acids. Chem 10 
Commun. 2012. Vol: 48, paginas: 916-8), por lo que no era esperable aislar de la resina, la 
cepa con las propiedades descritas en la presente invención. Pero, además, 
sorprendentemente, la cepa de la presente invención es capaz de degradar otro tipo de 
terpenos no presentes en la resina en la que se ha aislado la cepa Pseudomonas sp. 
CECT8327, los terpenos acíclicos. 15 

A la vista de lo anterior, en concreto, la sorprendente capacidad de la cepa CECT8327 y 
mutantes de la misma, para la degradación tanto de terpenos cíclicos como acíclicos y 
derivados terpénicos, dichas cepas pueden ser utilizadas industrialmente en la degradación de 
los mismos. Consecuentemente, la presente invención puede aplicarse en técnicas de 
biorremediación. 20 

El segundo aspecto de la presente invención hace referencia a una composición que 
comprenda al menos la cepa CECT8327, y/o posibles mutantes de la misma, tal y como se 
definen en el primer aspecto de la invención. 

Por ello, siguiendo con lo explicado anteriormente en relación a las posibles aplicaciones de la 
cepa CECT8327, el tercer aspecto de la presente invención hace referencia al uso de la cepa 25 
CECT8327 y/o mutantes de la misma, o a una composición que comprenda una cantidad 
efectiva de la cepa de la invención y/o de mutantes de la misma, según se ha definido 
anteriormente, para la degradación de terpenos, tanto acíclicos como cíclicos y derivados 
terpénicos. 

La degradación de terpenos por la cepa CECT8327 y/o por los mutantes de la misma, o por 30 
una composición que comprenda una cantidad efectiva de la cepa de la invención y/o de 
mutantes de la misma, posibilita el aprovechamiento energético de los mismos con fines 
biotecnológicos, en concreto como biofactoría para la producción de sustancias o compuestos 
a escala industrial partiendo de los terpenos y/o derivados terpénicos como fuente de carbono. 

El cuarto aspecto de la presente invención es el uso de la cepa CECT8327 y/o de los mutantes 35 
de la misma, o de una composición que comprenda una cantidad efectiva de la cepa de la 
invención y/o de mutantes de la misma, como biofactoría en la producción de sustancias o 
compuestos de interés empleando resina como fuente de carbono. Esta aplicación se lleva a 
cabo mediante la inclusión del gen o los genes de interés que codifican la sustancia o 
compuesto deseado en el genoma de la cepa CECT8327. 40 

La persona experta en la técnica conoce perfectamente como insertar el gen o los genes de 
interés en el genoma de la cepa de la invención manteniendo las propiedades sorprendentes 
de la cepa de la invención usada como material de partida. Entre ellas, y sin carácter limitante, 
están la transformación con vectores integrativos o la transformación con vectores episomales. 

Sorprendentemente, además, la cepa CECT8327 y/o los mutantes de la misma, o una 45 
composición que comprenda una cantidad efectiva de la cepa de la invención y/o de mutantes 
de la misma, muestran acción antifúngica al inhibir el crecimiento de hongos. Esta capacidad 
antifúngica de la cepa de la invención o de una composición que comprenda una cantidad 
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efectiva de la misma, permite su uso en el control de hongos fitopatógenos, permitiendo un 
ahorro en el uso de fungicidas y reduciendo su impacto ambiental. 

Por ello, el quinto aspecto de la presente invención es el uso de la cepa CECT8327 y/o de los 
mutantes de la misma, o de una composición que comprenda una cantidad efectiva de la cepa 
de la invención y/o de mutantes de la misma, como fungicida. Como se ha mencionado 5 
previamente, la composición descrita en la presente invención, puede comprender además, al 
menos otro agente antifúngico, siendo preferido el imazalil. Por lo tanto, la presente invención 
describe también, el uso de una composición que comprende una cantidad efectiva de la cepa 
de la invención y/o de mutantes de la misma en combinación con otro agente antifúngico, 
preferentemente el imazalil, para el control de bongos fitopatógenos. 10 

La capacidad inesperada de la cepa CECT8327 y/o de los mutantes de la misma, para 
combinar las actividades previamente citadas, de degradación de terpenos cíclicos y acíclicos, 
derivados terpénicos y su acción antifúngica, da lugar a aplicaciones industriales adicionales de 
la cepa o de una composición que comprenda una cantidad efectiva de la misma, debido a la 
presencia de terpenos y derivados terpénicos en biomasas, al permitir la degradación de 15 
terpenos y derivados terpénicos al mismo tiempo que muestra propiedades antifúngicas. 

A la vista de lo anterior el sexto aspecto de la presente invención hace referencia al uso de la 
cepa CECT8327 y/o a los mutantes de la misma, o de una composición que comprenda al 
menos la cepa CECT8327, y/o posibles mutantes de la misma, para la degradación de 
terpenos cíclicos y acíclicos y derivados terpénicos y como antifúngico, para inhibir el 20 
crecimiento de hongos. 

Adicionalmente, y de modo inesperado, la cepa de la invención es capaz de crecer en 
presencia del fungicida imazalil como única fuente de carbono, de ahí su uso o de una 
composición que comprenda una cantidad efectiva de la misma, para la descontaminación de 
fluidos que contienen imazalil. 25 

Otro efecto inesperado de la cepa CEC18327 y/o de los posibles mutantes de la misma, o de 
una composición que comprenda una cantidad efectiva de la cepa de la invención y/o de 
mutantes de la misma, es su capacidad para crecer en presencia de medios líquidos que 
contengan compuestos hidrofóbicos. Este efecto inesperado se basa en la producción de 
agentes surfactantes que facilitan la emulsión de los compuestos hidrofóbicos, para su 30 
posterior tratamiento. Por ello, el séptimo aspecto de la presente invención hace referencia al 
uso de la cepa CECT8327 y/o de los mutantes de la misma, o de una composición que 
comprenda una cantidad efectiva de la cepa de la invención y/o de mutantes de la misma, para 
la producción de agentes surfactantes que faciliten la degradación o tratamiento de 
compuestos hidrofóbicos. 35 

DESCRIPCIÓN DE LOS FIGURAS 

Figura 1. Peso seco total (T) y peso seco bacteriano (C) (expresados en g/mL, según se 
muestra en el eje vertical de la gráfica) de los cultivos en medio RM (medio basado en resina) 
de las cepas ensayadas y evolución de la cantidad estimada de resina (R) en el medio. El eje 
horizontal representa el tiempo de cultivo expresado en días.  40 

Figura 2. Microscopía electrónica de cultivos con láminas de látex no inoculados (A) e 
inoculados (B, C y D) con la cepa CECT8327, obtenidas tras 15 días de crecimiento a 30°C. 

Figura 3. Imágenes de medio de cultivo mínimo suplementado con diesel no inoculado (A) e 
inoculado (B) con la cepa de la invención CECT8327. 

Figura 4. Diámetro de colonia (d, expresado en mm) de tres hongos aislados de la resina 45 
(Aspergillus terreus, Aspergillus flavus y Penicillium decumbens) en ensayos de confrontación 
con la cepa CECT8327, en medio rico (graficas B, D y F) y en medio mínimo con resina como 
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única fuente de carbono (graficas A, C y E). El eje horizontal representa el tiempo de cultivo 
medido en días. En cada grafica C corresponde al hongo confrontado con la cepa CECT8327; 
y A corresponde al hongo no confrontado con la cepa CECT8327. Las graficas A y B 
corresponden a ensayos llevados a cabo con Aspergillus terreus, mientras que las graficas C y 
D corresponden a Aspergillus flavus y las graficas E y F a Penicillium decumbens  5 

DESCRIPCIÓN DETALLADA DE LA INVENCIÓN 

La presente invención se basa en la cepa CECT8327, del género Pseudomonas sp., y 
cualquiera de sus mutantes, según se define a lo largo del presente documento, identificada a 
partir de muestras de resina de P. sylvestris y de agallas del lepidóptero R. resinella. 
Sorprendentemente, y tras la caracterización de la cepa de la invención a nivel de secuencia 10 
(SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 2) y a nivel fenotípico, se identificaron un conjunto de 
características metabólicas y ecológicas, mencionadas anteriormente, que convierten a la cepa 
CECT8327 en una cepa esencial en distintos procesos biotecnológicos que impliquen la 
degradación de terpenos cíclicos y acíclicos, y derivados terpénicos, así como la actividad 
antifúngica o la generación de surfactantes para el tratamiento posterior de compuestos 15 
hidrofóbicos. 

La cepa CECT8327 tolera y degrada cantidades significativas de resina. La Figura 1 muestra 
que la cepa de la presente invención degrada 1,5 gramos de resina por litro de medio mínimo, 
con resina como única fuente de carbono, después de cuatro días de crecimiento exponencial 
en dicho medio. El protocolo usado para determinar el contenido de resina tuvo únicamente en 20 
cuenta la cantidad de resina convertida en biomasa, contribuyendo al incremento del peso seco 
de la bacteria. Por ello, la cantidad de resina degradada es una estimación a la baja, siendo la 
cantidad real de resina degradada muy superior. 

En una realización preferida de la presente invención, la cepa CECT8327 y/o mutantes de la 
misma, degradan los terpenos cíclicos seleccionados del grupo que comprende diterpenos, 25 
monoterpenos y sesquiterpenos. 

La cepa CECT8327 y/o los mutantes de la misma, son capaces de degradar los monoterpenos 
monocíclicos, limonoides, presentes en una amplia gama de alimentos funcionales y 
fitonutrientes naturales. En una realización preferida de la invención, la cepa CECT8327 
degrada limoneno, presente, por ejemplo, en las peladuras de cítricos. Por ello, un aspecto de 30 
la invención es su uso en el tratamiento de biomasas ricas en limonenos como paso previo a su 
fermentación por parte de microorganismos sensibles a estos terpenos, como las levaduras. En 
concreto la degradación de limoneno de biomasas procedentes del procesamiento de cítricos 
para la mejora en la producción de etanol, mediante fermentación alcohólica de las biomasas 
pre-tratadas mediante levaduras, a partir de cascara de naranja. 35 

El contenido génico de la cepa CECT8327 analizado a partir de las secuencias 
metagenómicas, detectó un grupo o clúster de genes correspondientes a la SEQ ID NO: 1. La 
presencia de este paquete génico indica el fuerte valor adaptativo de este grupo de genes en 
un ambiente rico en terpenos. Además, la cepa de la invención comprende la secuencia parcial 
16S correspondiente a la SEQ ID NO: 2. 40 

En una realización preferida de la presente invención, la cepa CECT8327 y/o los mutantes de 
la misma, comprenden la secuencia correspondiente a SEQ ID NO: 1 en su material genómico. 
En una realización aún más preferida de la invención, la cepa CECT8327 y/o los mutantes de 
la misma, comprenden una secuencia con una similitud de al menos 70% respecto a la 
secuencia correspondiente a la SEQ ID NO: 1. 45 

Por otro lado, la cepa CECT8327 y/o los mutantes de la misma, de la presente invención, 
ventajosa e inesperadamente, tienen capacidad para degradar terpenos totalmente distintos a 
los presentes en la resina, los terpenos acíclicos. En una realización preferida de la presente 
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invención, los terpenos acíclicos degradados son el látex, la goma vulcanizada o caucho y la 
gutapercha.  

En este sentido, también es sorprendente la elevada velocidad de degradación mostrada por la 
cepa CECT8327 al ser capaz de degradar visiblemente látex en dos semanas, observándose al 
microscopio electrónico grietas en la estructura del mismo (ver Figura 2). Otro aspecto 5 
sorprendente de la cepa CECT8327 es la forma de degradar el látex. La cepa CECT8327 actúa 
de forma local mediante el contacto íntimo entre la misma y el sustrato, al cual se fija incluso 
bajo vigorosa agitación del medio, observándose una perfecta adhesión y produciéndose una 
excavación en forma de nicho u hornacina debido a la desintegración del látex en las 
inmediaciones de cada célula adherida al mismo (ver Figura 2). Así, la cepa CECT8327 puede 10 
usarse en el tratamiento de materiales acumulados a gran escala, tales como guantes u otros 
residuos sólidos, actuando directamente sobre su superficie, por lo que el tratamiento de estos 
materiales a escala industrial no requeriría de un pre-tratamiento para solubilizarlos en medio 
líquido. 

Además, la cepa CECT8327 y/o los mutantes de la misma, sorprendentemente se caracterizan 15 
por mostrar un efecto combinado al ser capaces de degradar eficazmente terpenos cíclicos y 
acíclicos y derivados terpénicos, al mismo tiempo que son antifúngicos. Un aspecto preferido 
de la presente invención hace referencia a un método combinado para la degradación de 
terpenos cíclicos y acíclicos y derivados terpénicos y para la inhibición del crecimiento de 
hongos, que comprende la puesta en el medio de una cantidad efectiva de la cepa CECT8327 20 
o de una composición que la comprenda. 

En una realización preferida de la invención relativa a la acción antifúngica de la cepa 
CECT8327 y/o los mutantes de la misma, el uso de inhibir el crecimiento de hongos es sobre 
hongos pertenecientes a los géneros Aspergillus y Penicillium. En resumen, la cepa de la 
invención es también un agente de control biológico, especialmente para la industria 25 
agroalimentaria. 

En una realización preferida de la presente invención, la cepa CECT8327 se usa como 
fungicida en tratamientos post-cosecha. En la presente invención, por tratamiento post-cosecha 
se entiende el proceso de almacenaje de las cosechas y los procesos necesarios para la 
transformación y la adecuada conservación de los alimentos al estado natural o fresco. En otra 30 
realización preferida de la presente invención, la cepa CECT8327 se usa en el control de 
hongos en la industria agroalimentaria, en concreto en los productos para la alimentación 
humana y/o animal procesados, y más particularmente en ensaladas de cuarta gama, 
mejorando la seguridad de los mismos. 

La cepa de la presente invención es capaz de crecer en presencia de agentes antifúngicos. La 35 
Tabla 1 muestra la comparación del crecimiento mediante conteo de Unidades Formadoras de 
Colonia (UFC) de la cepa CECT8327 en medio de cultivo sólido LB y medio de cultivo sólido LB 
suplementado con distintas concentraciones de un fungicida comúnmente usado en la industria 
agroalimentaria, el fungicida imazalil. En una realización preferente de la invención, la cepa 
CECT8327 se usa como fungicida en combinación con el imazalil, típico de la industria 40 
agroalimentaria. 

A la vista de lo anterior, en una realización preferida, la presente invención hace referencia a 
una composición que comprende al menos la cepa CECT8327 y otro agente antifúngico. En 
una realización aún más preferida, el otro agente antifúngico es imazalil. 

  45 
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Tabla 1 

Medio de cultivo UFC/mL 

LB 3.84E+07 

LB+500ppm imazalil 8.80E+06 

LB+1500ppm imazalil 5.60E+06 

 

Como se ha mencionado anteriormente, la cepa CECT8327 es capaz de crecer en un medio 
con compuestos hidrofóbicos, En una realización preferida, la cepa CECT8327 y/o mutantes de 
la misma, son capaces de crecer en presencia de hidrocarburos, mediante la producción de 5 
agentes surfactantes que posibilitando el tratamiento posterior de dicho hidrocarburo. En una 
realización aún mas preferida de la invención, esta capacidad surfactante se aplicaría al 
tratamiento de medios líquidos que contengan diesel, (ver Figura 3) y/u otros compuestos 
hidrofóbicos, como, y sin carácter limitativo, aceites, parafinas y grasas. 

DEPÓSITO DE MICROORGANISMOS 10 

De acuerdo con lo establecido en el Tratado de Budapest, la cepa de la invención del género 
Pseudomonas fue depositada en la Colección Española de Cultivos Tipo (CECT), situada en el 
Parc Cientific de la Universitat de Valencia, calle Catedrático Agustín Escardino, 9, 46980 
Paterna, Valencia, (España). 

La fecha de depósito es 22 de abril de 2013 y el número de depósito correspondiente es 15 
CECT8327. 

EJEMPLOS 

Ejemplo 1. Colección de muestras. 

Se recogieron muestras de resina ambiental asociada al pino albar (Pinus sylvestris) (obtenidas 
de secreciones naturales del pino) y de resina asociada a las agallas inducidas por R. resinella 20 
del bosque "Fuente del Tajo" (Mora de Rubielos, Teruel, España) en septiembre del 2011. Se 
extrajeron las larvas de las agallas. Tanto las agallas como la resina fueron molidas 
individualmente y suspendidas en tampón PBS estéril (NaCl 8 g/L, KCl 0.2 g/L, HP  1.44 
g/L, K P  0.24 g/L, pH ajustado a 7.4). 

Ejemplo 2. Medios de cultivo y condiciones de crecimiento. 25 

Se estableció un medio mínimo selectivo con resina de pino como la única fuente de carbono. 
Como factor de selección, se obtuvo una solución concentrada al 10% (peso/volumen) de 
resina mediante la disolución de las muestras de resina mencionadas en el apartado anterior 
en etanol. Se eliminaron los restos de plantas y otras partículas insolubles en suspensión 
mediante centrifugación (2,000xg, 5 min). El sobrenadante se filtró y esterilizó a través de un 30 
filtro de 0.2µm de diámetro de poro. Se preparó, un medio mínimo (2 g/L NaN , 1 g/L HP , 
0.5 g/L MgS , 0.5 g/L KCl, 0.2 g/L pectona bacteriológica; y 15 g/L de agar para el medio 
sólido). Una vez esterilizado con autoclave, este medio mínimo se mantuvo a 80°C y se mezcló 
con la solución resina:etanol 10% (peso/volumen), obteniendo un medio selectivo (RM) con 
concentraciones crecientes de resina (desde 0.5% a 8% v/v). Tanto las muestras de resina del 35 
pino, como las muestras de resina asociadas a las agallas, fueron sembradas en placas con 
RM e incubadas a 30°C durante 14 días. 
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Ejemplo 3. Extracción de ADN. 

Las colonias de microorganismos observadas en las placas después de la incubación se 
lavaron con PBS estéril. Se aisló el ADN metagenómico de la suspensión microbiana usando el 
kit Power Soil DNA Isolation (MO BIO Laboratories). 

Ejemplo 4. Secuenciación de ADN, ensamblado y análisis bioinformático. 5 

El ADN metagenómico fue pirosecuenciado y las lecturas obtenidas fueron posteriormente 
ensambladas de nova con el programa informático NEWBLER (454 LifeSciences Roche). A 
partir del ensamblado, se realiza una predicción de genes con la herramienta 
MetaGeneAnnotator y se identificó el origen filogenético y la función de dichos genes mediante 
búsquedas BLASTX en la base de datos nr (no redundante) del NCBI. Para obtener una 10 
reconstrucción global del metabolismo a partir de los resultados del BLASTX, se utiliza la 
herramienta KAAS (KEGG Automatic Annotation System). 

Ejemplo 5. Análisis de similitud de secuencia y sintenia del clúster de genes de degradación de 
diterpenos. 

La secuencia del genoma de la cepa CECT8327 correspondiente al clúster de genes de 15 
degradación de diterpenos fue comparada con otras secuencias similares descritas para otras 
especies del mismo género. Para ello, se realizaron alineamientos múltiples con ClustalW y se 
comparó el orden génico dentro del clúster con el paquete GenoPlotR del software R. 

Ejemplo 6. Caracterización de la capacidad de la cepa CECT8327 para degradar terpenos 
presentes en la resina. 20 

La cepa CECT8327 encontrada en el análisis metagenómico fue aislada y crecida en un medio 
con resina de pino como única fuente de carbono. Para cuantificar la capacidad de degradar 
resina, se estime la masa de resina en el medio de cultivo a varios tiempos por diferencia entre 
la masa seca total y la masa seca correspondiente a las bacterias crecidas en dicho medio. 
Esta última masa se estimó a partir de un cultivo en medio rico LB, donde puede ser 25 
cuantificada de forma exacta por no existir componentes no solubles en el medio de cultivo. El 
contenido en resina durante la fase exponencial del cultivo en medio RM decreció de 5.4 g/L a 
4.1 g/L después de 4 días, indicando una degradación cercana al 25% de la resina presente 
originalmente en el medio (ver Figura 1). El crecimiento de la cepa de la invención en medio 
RM se acompañó por la secreción de un sideróforo fluorescente, probablemente pioverdina, 30 
normalmente producida por diferentes especies de Pseudomonas bajo condiciones de 
ausencia de hierro. 

Ejemplo 7. Caracterización de la capacidad de la cepa CECT8327 para degradar un material 
basado en terpenos lineales: el látex. 

La cepa CECT8327 creció además en medio con látex como única fuente de carbono 35 
produciendo un sideróforo fluorescente. Se observe una unión celular al látex en los cultivos de 
la cepa CECT8327, y el crecimiento de esta cepa se correlacione con la aparición de fisuras en 
la superficie de muchas de las partículas de látex. Además, a partir de los 15 días, se observó 
una notable degradación del látex a nivel local, con la producción de hoyos u hornacinas 
asociadas a la interacción célula-látex (Figura 2). 40 

Ejemplo 8. Ensayos de crecimiento en medio con compuestos hidrofóbicos, tipo hidrocarburos. 

La cepa CECT8327 fue inoculada en medio mínimo (2 g/L NaN , 1 g/L HP , 0.5 g/L 
MgS , 0.5 g/L KCl, 0.2 g/L pectona bacteriológica) suplementado con diesel, y se cultivo 
durante 7 días a 30°C en condiciones de agitación. Los cultivos se dejaron en reposo tras los 7 
días y se observó el nivel de emulsionado de la capa superficial de diesel. El medio inoculado 45 
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con la mencionada cepa presentó un emulsionado mayor que el medio no inoculado (ver Figura 
3), debido a la secreción de agentes surfactantes por parte de Pseudomonas CECT8327. 

Ejemplo 9. Ensayos de tolerancia a biomasas ricas en terpenos y a fungicidas.  

Para evaluar la tolerancia de la cepa a otros terpenos y a fungicidas, se suplemento un medio 
de cultivo estándar como el LB (Luria-Bertani) con peladuras de naranja y con distintas 5 
concentraciones de imazalil (un agente fungicida ampliamente utilizado en la industria 
alimentaria), respectivamente. En el caso del medio suplementado con imazalil, se cuantifica el 
crecimiento mediante conteo de unidades formadoras de colonias en placa (ver Tabla 1), y no 
se observaron diferencias significativas en el crecimiento de la cepa de la invención en estos 
medios con respecto al medio control, no suplementado con ningún compuesto terpénico ni 10 
fungicida, por lo que la cepa demostró ser totalmente tolerante a estos compuestos. 

Ejemplo 10. Ensayos de inhibición del crecimiento de hongos. 

Las propiedades antifúngicas de la cepa CECT8327 fueron testadas con distintos aislados 
fúngicos de los géneros Aspergillus y Penicillium en medio mínimo con resina como única 
fuente de carbono y en medio rico LB (medio Luria-Bertani) mediante ensayos de 15 
confrontación. Estos ensayos se basaron en co-cultivar diferentes aislados fúngicos en medios 
sólidos en presencia o en ausencia de la cepa de la invención. Las esporas fúngicas fueron 
inoculadas en puntos situados en el centro de las placas Petri, mientras que, en los casos 
correspondientes, la cepa de la invención fue inoculada en líneas horizontales paralelas 
situadas a 2cm del hongo. El diámetro de las colonias fúngicas fue medido durante los 7 días 20 
siguientes. En todos los casos se observó una parada irreversible en el crecimiento fúngico 
entre el primer y el tercer día de crecimiento en presencia de Pseudomonas sp CECT8327, 
como se muestran en La Figura 4. 
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REIVINDICACIONES 

1. Cepa aislada perteneciente a Pseudomonas sp. CEC18327 y mutantes de la misma donde 
las cepas mutantes son obtenidas a partir de la cepa CECT8327 como material de partida y 
mantienen o mejoran una o varias de las propiedades biológicas de la cepa CECT8327, que 
incluye al menos su capacidad para degradar terpenos cíclicos y acíclicos y/o derivados 5 
terpénicos cíclicos y acíclicos. 

2. Cepa, según la reivindicación 1, caracterizada por comprender una secuencia con una 
similitud de al menos 70% respecto a la secuencia correspondiente a la SEQ ID NO: 1. 

3. Cepa, según una cualquiera de las reivindicaciones 1-2, caracterizada porque su genoma 
comprende al menos un gen, introducido artificialmente, donde el al menos gen codifica para 10 
una sustancia o compuesto para su producción a escala industrial. 

4. Composición que comprende la cepa de una cualquiera de las reivindicaciones 1-2. 

5. Composición según la reivindicación 4 que comprende al menos un segundo agente 
antifúngico. 

6. Composición según la reivindicación 5, donde el al menos segundo agente antifúngico es 15 
imazalil. 

7. Uso de la cepa definida en una cualquiera de las reivindicaciones 1-2 o de la composición 
definida en la reivindicación 4, para la degradación de terpenos cíclicos y/o acíclicos y/o 
derivados terpénicos cíclicos y/o acíclicos.  

8. Uso según la reivindicación 7, caracterizado porque los terpenos cíclicos se seleccionan del 20 
grupo que comprende: diterpenos, monoterpenos y sesquiterpenos. 

9. Uso según la reivindicación 8, donde el monoterpeno en un limonoide. 

10. Uso según la reivindicación 9, donde el limonoide es limoneno. 

11. Uso según la reivindicación 10 en el tratamiento de biomasas para la producción de etanol 
por fermentación alcohólica. 25 

12. Uso según la reivindicación 7, para la degradación de terpenos acíclicos seleccionados del 
grupo que comprende: látex, goma vulcanizada, goma no vulcanizada o gutapercha. 

13. Uso de la cepa definida en una cualquiera de las reivindicaciones 1-2 o de la composición 
definida en cualquiera de las reivindicaciones 4-6, como antifúngico. 

14. Uso según la reivindicación 13 en tratamientos post-cosecha.  30 

15. Uso de la cepa definida en una cualquiera de las reivindicaciones 1-2 o de la composición 
definida en la reivindicación 4, para la degradación de imazalil. 

16. Uso de la cepa definida en una cualquiera de las reivindicaciones 1-2 o de la composición 
de la reivindicación 4, como biofactoría en la producción de sustancias o compuestos 
industriales empleando la resina como fuente de carbono. 35 

17. Uso de la cepa definida en una cualquiera de Las reivindicaciones 1-2 o de la composición 
de la reivindicación 4, como productor de agentes surfactantes en el tratamiento de un 
compuesto hidrofóbico. 

18. Uso según la reivindicación 17, donde el compuesto hidrofóbico es un hidrocarburo. 

19. Uso, según la reivindicación 18, donde el hidrocarburo es diesel. 40 
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En las reivindicaciones 1-3, de la solicitud de patente, se reivindica una cepa aislada de Pseudomonas sp. y mutantes de la 
misma que incluyen al menos su capacidad para degradar terpenos cíclicos y acíclicos y/o derivados terpénicos cíclicos y 
acíclicos. En las reivindicaciones 4-6 se reivindica una composición que comprende la cepa objeto de la invención. Las 
reivindicaciones 7-19 reivindican el uso de la cepa objeto de la invención. 
 
Existen numerosos documentos que reflejan como  Pseudomonas sp. es capaz de degradar una amplia gama de terpenos, 
como por ejemplo se muestra en  los documentos D01, D02, D03, D04 y D05. Se pueden encontrar en el estado de la 
técnica diferentes Pseudomonas sp. que presentan diversas rutas catabólicas para la degradación de terpenos cíclicos o 
acíclicos. Pero no se ha encontrado ningún documento que refleje que una misma  cepa de Pseudomonas sp. sea capaz de 
degradar terpenos cíclicos y acíclicos. 
 
Por tanto, las reivindicaciones 1-19 presentan novedad y actividad inventiva, según lo establecido en los artículos 6 y 8 de la 
Ley 11/1986. 
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