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RESUMEN 

Pseudo111011as aeru¡.:innsa es una bacteria que produce glicolípidos 
extracelulares llamados ramnol ípidos que tienen propiedades tensoactivas 
con apJicaciones ambicnrales e industriales .. Los principales ramnolfpidos 
que se producen en cultivos Jiquidos son los mono-ramnolfpidos (L
ramnosil-ll-hidroxidecanoil-(l-hidroxidecanoato) y di-ramnolfpidos (L
ramnosiJ-L-ramnosiJ-11-hidroxidecanoil-11-hidroxidecanoato). En este trabajo 
se reporta el aislamiento selecrivo de una mutante afectada en Ja producción 
de ramnolfpidos (JBT8) incapaz de acumular mono-ramnolfpidos mienrras 
que sigue produciendo di-ramnolípidos. La muranle IBT8 lambién esrá 
afectada en la síntesis de pigmenlo. lipopolisacáridos de la membrana y en la 
producción de una proteasa que hidroJiza casefna. lo que sugiere que la 
mutación en IBTS es de tipo regulatorio. Esta mutante se seleccionó por 
mutagénesis al azar usando el rransposón Tn501. Sin embargo, se enconrró 
que su deficiencia en Ja producción de mono-ramnoJipidos no estaba 
asociada a la inserción del Tn50J ni a posibles alteraciones en los genes 
rhlABRJ para la sfnresis de ramnosil rransf"erasa 1 (Rtl). Se construyó una 
librería genómica de P. aer111:inosa IGB83 y se aisló el cósmido pNH2198 
que complemenra a IBT8 para la producción de ramnolfpidos, pigmento y 
proteasa. Se discuten diferentes posibilidades para explicar el fenotipo de 
JBTB~ sobre todo Ja hipólesis de que sintetiza di-ramnolípidos mediante una 
actividad residual de Ja enzima ran1nosiJ transferasa 2 para funcionar como 
Rll. al haber TDP-ramnosa disponible. 
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.Abstract 

Pseutlo111n1u1.,· aeru¡.:inosa produces rh:an1nolipids thnt are tensoactive 

con1pounds \Vilh potential industrial and environmcnlal applic~tions. ·The.rc ar,; 

l\vo n1ain types of rhamnolipids produced in liquid ~·u'1tures·.:·rha:inn¡,Syl-1l
hydroxydecanoyl-11-hydroxydecanoate (rnono-rha m nol Ípid)' '·· ;,'~~. ra~'inos; l
ramnosyl-11-hydroxydecanoyl-11-hydroxydecanoatc (di-rtia'mrioÚpid)~· In · this 

\vork \Ve report the selective isolation of a rhamnolipid; .. -.. defi.~fent- mutant 

(IBT8). which does not accumulate mono-rhamnolipid while still producing 

di-rhamnolipid. A rcgulatory mutation is suggested for IBTS since it is also 

affected in pigment. lipopolysaccharide and caseine protease production. IBT8 

\Vas selected after random mutagenesis \Vith Tn50/: yet. its mono-rhamnolipid 

deticiency \Vas found associated neither \vith its Tn50J insertion nor 'vith a 

possible alteration in the r/llABR/ genes for rhamnosyl-transferase 1 synthesis. 

A genomic library \Vas costructed from P. at!r11¡.:i11o~w1 IGB83 DNA and cosmid 

pNH2198 was found to restore IBT8 for rhamnolipid. pigment and protease 

synthesis. Different possibilities to explain IBT8 phenotype are discussed. 
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Estudio ~enético de la producción de ramnolípidos 
en Pseudomo11as aerugi11osa 

.JUSTIFICACION 

TENSOACTIVOS 

Los tensoactivos son también conocidos como detergentes. jabones (sales 
metálicas alcalinas de cadena larga de ácido graso) y suñaclantes. Son 
compuestos que tienen actividad de superficie o de inteñase. Es decir que 
cuando están en solución acuosa se alinean en la inteñase agua-aire 6 
aceite-agua disminuyendo la tensión superficial e inleñaciaJ de la solución 
con respecto a la del agua. 

Los tensoactivos son moléculas amfifflicas .. es decir. tienen una porción 
hidrofóbica que es más soluble en aceite 6 en otros solventes 
hidrocarbonados. y otra hidrofflica que es más soluble en agua. Su 
alineamiento en las inrerfaces refleja la tendencia de las moléculas 
tensoacrivas a acomodarse en la orientación más favorecida 
energetieameme (Neugebauer J, 1988). 

Exisle una gran variedad de estructuras qufmicas con posibles propiedades 
amfifflicas. Sin embargo solamente una pequeña fracción de estas 
estructuras~ que se clasifican de acuerdo a la carga de Jos iones que 
producen en solución acuosa (Fig. 1), representa la mayor parle de la 
producción industrial mundial que aumentó de 35 000 toneladas en J 950 a 
4.3 millones de toneladas en 1990 (Caín R, 1994). 

La actividad de los tensoactivos puede determinarse de las siguientes 
formas: 

J) Midiendo la tensión superficial en las inteñaces aire-agua y aceite-agua 
con un tensiómetro. La tensión superficial del agua destilada es de 72 
mN/m que se reduce al agregar un tensoactivo a 30 mN/m mientras que la 
inteñacial se reduce de 42 mN/m a valores cercanos a cero (Banerjee S. 
1991). Cuando se va agregando un tensoactivo a un sistema agua-aire 6 
aceite-agua~ la tensión supeñicial va disminuyendo hasta llegar a un punto 
crflico llamado concentración micelar crflica (CMC). En esle punto las 
moléculas de tensoactivo se agrupan para formar micelas en las que sus 
porciones hidrofóbicas hacen conracto hacia el centro de la micela mientras 
que las hidrofflicas forman el exterior de la micela en contacto con el agua 
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Fig. 1 Clasificación y cslructura de algunos tensoactivos típicos que se 
producen industrialmente (tomado de Cain R, 1994). 



(Fig. 2). La CMC depende de la solubilidad del tcnsoacti\'o en el agua y se 
usa para determinar su eficiencia. 

2) Mediante su capacidad de estabilizar ó desestabilizar crnulsioncs. Una 
emulsión se forma al dispersar un aceite en forma de gotas microscópicas 
en agua. Los tcnsoactivos son crnulsificantcs cuando estabilizan estas 
emulsiones y desemulsificantcs cuando las desestabilizan. La actividad de 
emulsión· se mide por la capacidad de un tcnsoaclivo para generar turbidez 
en un sistema aceite-agua agitado. 

3) Mediante un balance hidrofílico-lipofílico (BHL). El valor BHL indica 
cuando un tcnsoactivo favorece una emulsión agua en aceite ó aceite en 
agua al compararlo con otro tensoactivo con un valor BHL conocido (Dcsai 
J. et al. 1997). 

Aunque no existe un tcnsoactivo adecuado para todos los usos .. diferentes 
tensoactivos son excelentes detergentes. emulsificantcs .. cspumantcs y 
dispersantcs (Greck B .. 1991) con aplicaciones en las industrias petrolera .. 
de pinturas y recubrimientos. tratamiento y manufactura de asfalto .. 
cemento .. textiles y pieles. anticspumantes .. conservadores de madera .. 
limpiadores industriales. artículos ·de cuidado personal .. detergentes, 
cosméticos. alimentos y medicinas (Haumann B. 1990: Ainsworth s. 1990). 
El mercado mundial de tensoactivos asciende asi a US$9.4 billones anuales 
(Desai J. et a/. 1997). con un crecimiento aproximado del 35% hacia finales 
del siglo (Greek B. 1991). La mayoría de estos compuestos son de origen 
sintético. 
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Fig. 2 Formación de micelas por moléculas tensoactivas en solución 
acuosa (tomado de Ncugcbaucr J. 1988). 
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TENSOACTIVOS 11101.0GICOS 

Los tcnsoactivos biológicos son moléculas producidas por microorganisrnos 
como bacterias. hongos y levaduras. ya sea que los excreten ó que los 
produzcan sobre su superficie. Se clasifican de acuerdo a su composición 
química y a su origen. En general. la porción hidrofllica está formada de 
aminoácidos 6 péptidos que pueden ser aniónicos 6 catiónicos ó de mono. di 
6 polisacáridos. La parte hidrofóbica está formada de ácidos grasos 
saturados 6 insaturados. Los lcnsoactivos biológicos son asi una amplia 
diversidad de moléculas de glicolfpidos. lipoproteínas ó lipopéptidos. 
fosfolfpidos. ácidos grasos. tensoactivos poliméricos y particulados (Desai 
J. et al. 1997) (Tabla 1 ). Aunque la composición química de algunas de 
estas moléculas sea conocida. aún queda por aclarar su función en la 
naturaleza. Se ha propuesto que posiblemente los tensoactivos biológicos 
participen en los siguientes procesos: 

1) aumenlo en la biodisponibilidad y consecuente biodegradación de fuenles 
de carbono poco solubles como hidrocarburos del petróleo. 
2) como auxiliar en la adhesión y desprendimiento de la bacteria de 
superficies. 
3) como mecanismo de defensa antibacteriano. 
4) como factor de virulencia en la patogénesis de animales y plantas. 
5) como auxiliar en la colonización de superficies foliares. 
6) para atrapar metales (Stanghellini M. et al. 1997). 

Los tcnsoactivos biológicos reducen la tensión superficial e interfacial tanto 
de soluciones acuosas como de mezclas de hidrocarburos por lo que tienen 
potencial para usarse en los procesos de desemulsificación y de extracción 
del petróleo. Los tensoactivos biológicos tienen algunas ventajas sobre los 
sintéticos al tener características estructurales y propiedades físicas 
novedosas en el mercado de Jos tensoactivos. Los tensoactivos biológicos 
pueden ser más biodegradables y menos tóxicos que los sintéticos. más 
compatibles con el medio ambiente. mejores espumantes. con una alta 
selectividad y actividad específica en condiciones de temperatura. pH y 
salinidad extremas y tienen la posibilidad de sintetizarse a partir de 
recursos renovables. Posiblemente se podrían producir mediante 
fermentaciones y tienen potencial para usarse en las industrias de 
extracción de petróleo crudo, farmacéutica y de alimentos (Oesai J. et al. 
1997). Sin embargo. no se ha logrado hacer que estos compuestos 
biológicos sean economicamcnte competitivos con los sintéticos ... pues 
mientras el costo de producción para los primeros es de US$ 4-6/Kg. para 
los sintéticos es de US$ 0.801Kg (Chakrabany A. 1996). 
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TMbla l. Tensoacüvos de origen biológico <Desni J. eral. 1997). 

Tcnsoactivo 

Oticolípidos 
Ramnotípidos 

Trehalolípidos 

Soforolípidos 

Cclobiolípidos 

Lipopéptidos y Lipoprotcínas 
Péptido-lípido 
Senawetina 
Viscosina 
Surfactina 
Subtilisina 
Gramicidina 
Polimixinas 

Acidos grasos~ Llpidos neutros 
y Fosfolípidos 

Acidos grasos 
Lípidos neutros 
Fosfot{pidos 

Tensoactivos poliméricos 
Emulsan 
Biodispcrsan 
Manan-lípido-protcína 
U posan 
Carbohidrato-proteína
lfpido 

ProtcínaPA 

Tcnsoaccivos particutados 
Vesículas y fimbrias 
Toda la célula 
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Microorga11isn10 

P.o;e"dntnonas aeru¡;:ino.r;;a 
/'!U!"dotnOtulS Sp. 
Rhndncnccus erythropolis 
No,·ardia erythrnpolis 
.\'lycnl>acrerium sp. 
Tnr11/npsis bombicola 
Tnrulop.r;;i.r;; apicola 
Toru/np.r;;is petrophilum 
U. :;eae. U. ma_vdis 

B. lichenifnrmi.r;; 
S. marcescens 
P. flunrescens 
B .. r;;uhti/is 
B .. r;;uhtilis 
B. brevls 
B. pol_vm.v.xa 

Cnrynebacterium lepus 
Nocardia erythropolis 
T. t/Jioo.xidans 

Acinetobacterca/coacetfcus 
Acineroh<1cterca/coace1icus 
CandicJa rropicalis 
Candida lipolytica 

Pseudoniona.r;; fluorescens 
D. polymorphis 
Psez,domona.r;; aeruginosa 

Acinetobactercalcoaceticus 
Variedad de bacterias 



J....a producción co1npcliliva de tcnsoactivos biológicos va a depender en 
gran rncdida del desarrollo de procesos costeabJcs de extracción y 
purificación .. del uso de substratos de bajo costo y del aun1cnto del 
rcndirniento a través de 111anipulacioncs genéticas de rnicroorganisrnos 
(Dcsai J. et u/. 1997). Este últirno 11unto requiere a su vez de un 
conocirnento 111ás a1nplio sobre la fisiología .. bioquírnica y genética de la 
biosíntesis de los tcnsoactivos. El presente trabajo es un intento por 
cornprender los 1nccanis1nos rnoleculares involucrados en la biosíntcsis de 
los tcnsoactivos producidos por P.w~udo111011as ut.!rugi11osa. 
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INTRODUCCION 

l'.,·e11do111<111as aer11gi11<1~·a 

Las haclcrias del género Pse11do111011as part1c1pan en un..:1 o.unplio.1 variedad 
de procesos como el catabolismo y reciclaje de 1natcria orgánica. fijación 
de nitrógeno y parasitismo de plantas y animales. Estas bacterias también 
participan por medio de sus rutas catabólicas en la eliminación 
contaminantes tóxicos del rncdio ambiente. Recientemente se han dado 
avances en Ja genética y bioquímica de cepas de laboratorio. como las cepas 
PAOJ y PG201 de P.\·eudo11101u1s aeru¡.:inosa. Por todo lo anterior. las 
bacterias del género P.\·eudo11101u1s constituyen un sistema interesante para 
realizar estudios biotccnológicos (Ran1os J. 1990). 

Una de las especies de P.\·eudo111011<1.\' a las que se les ha prcslado mayor 
atención por ser un palógcno oporlunisla en el hombre. es la de 
P.\·eudo11101u1.\' aerugi110.\'a. Su palogcnicidad csrá confinada a determinadas 
siruacioncs y grupos de riesgo corno son Jas quemaduras severas y los 
pacicnlcs con fibrosis cjstica (Ramos J .. 1990). Recicnlcn1cnrc lambién se 
han enconlrado cepas de Pse11do111011as aer111:i110.\·a como epifitas en cultivos 
de pepino y melón (Slanghellini M. el al. 1997). En csle laboralorio se aisló 
una cepa de P. aeruginosa IGB83 por su capacidad de producir una enzima 
degradadora de grasas (lipasa) en medio alcalino (Palmeros B. el al. 1994). 
Esla cepa aislada a partir de un coco en descomposición. produce también 
compuestos tcnsoactivos. En general. las cepas de Pse11dtn1101u1.,·aer11¡,:i110.\'a 
producen una variedad de compucslos como el alginato. la claslasa 
(protcasa). protcasa alcalina. fosfolipasa C. cxotoxina A. c.xocnzima S .. 
piocianina. (Latifi A .. et al. 1995) y rarnnolípidos. Por ser una de las 
bacterias mejor estudiadas del género a nivel laboratorio .. nos pareció un 
sistcrna adecuado para el estudio de la genética de Ja producción de 
compuestos con propiedades tcnsoacrivas. 
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KAMNOLIPIDOS 

Los tensoactivos producidos por Ps1!11do11un1a.\· <1t!ru¡.:i110.,:a son glicolfpidos 
llamados ramnolípidos. Están formados por una ó dos unidades de ramnosa 
unidas mediante un enlace glicosídico a una 6 dos unidades de ácido graso. 
Los principales ramnolípidos que se producen en cultivos líquidos son los 
mono-ramnolfpidos (L-rnmnosil-1\-hidroxidccanoil-fl-hidrodecanoato) y di
ramnolfpidos (L-rarnnosil-L-rarnnosil-1i-hidroixidccanoil-11-hidrodecanoato) 
(Fig. 3). P. aeru¡:inosa bajo ciertas condiciones puede producir también 
otros tipos de ramnolfpidos compuestos de dos unidades de ramnosa y un 
ácido graso ó de una ramnosa y un ácido graso (Fig. 4). Aunque P. 
aeruginosa produce mono y di-ramnolípidos en cultivo líquido. por 
análisis de resonancia magnética nuclear se ha comprobado que la cepa 
silvestre de P. aer11¡:i11n!i<1 ATCC9027 produce solamente mono
ramnolípidos (Zhang Y. eta/. 1992). Sin embargo. hasta el presente estudio 
no se había reportado una cepa de P. aeru¡:inosa que sólo produjera di
ramnolípidos. 

Los mono y di-ramnolfpidos se excretan al medio de cultivo y se pueden 
purificar a partir del caldo fermentado. Banerjee. en 1991 demostró que 
los ramnolípidos ó el emulsificante (EM) producido por la cepa de P. 
aerugi11osa SBco22 tienen las siguientes ventajas: 

- son biodegradados por microorganismos de drenaje de aguas municipaJes9 
- el caldo de cultivo no es tóxico al proporcionarlo como alimento para 
ratas9 . 
- el ramnolípido purificado no produce alergias al probarlo sobre piel de 
conejo9 
- el ramnolfpido purificado es estable a temperatura ambiente y mantiene 
su actividad emulsificante en un rango de pH 4-9 y aún después de un 
proceso de esterilización en autoclave~ 
- el rarnnolfpido es más eficiente en la reducción de la tensión interfacial 
entre agua y aceite de parafina9 que algunos detergentes comerciales 
probados como NEODOL 91-6 (Fig. 5). 

Los rarnnolfpidos tienen potencial para usarse en Ja industria petrolera y en 
la remoción de metales pesados (Miller R. 1995). Recientemente se ha 
demostrado un efecto antagónico de los ramnolípidos sobre hongos 
(zoosporas) patógenos de plantas de interés comercial. por lo que se abre la 
posibilidad de usarse como agentes de control biológico en la agricultura 
(Stanghellini M. et al. 1997). 

9 
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a) 

b) 

Fig. 4 Moléculas de a) mono-ramnolípido y b) di-ramnolípido formadas 
por una sola cadena de ácido graso. 
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Fig. 5 Gráfica que muestra el efecto de concentraciones crecientes de 
ramnolfpido (BIO-EM) y de un detergente comercial sobre la tensión 
interfacial del agua (Banerjce S. 1991). 
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BIOSINTESIS DE PRECURSORES 

En la biosíntesis de ramnoJípidos en P. aer11¡.:i11osa paruc1pan dos rutas 
merabólicas primarias: una para el carbohidrato y orra para el ácido graso. 
Para Ja síntesis de Ja pane del carbohidrato. Ja molécula precursora es el 
azúcar activada timidina difosfato c:r.-L-ramnosa derivada de Ja reducción 
de TOP-a-O-glucosa mediante la siguiente reacción (Glaser L. eta/. 1961): 

DPN+ 
dTOP-D-glucosa dTOP-4-ceto-6-deoxi-O-glucosa + H20 ( 1) 

dTOP-4-ceto-6-deoxi-O-glucosa + TPNH + H+ 
TPN+ 

dTDP-L-ramnosa + 
(2) 

En Sa/111onella y en algunas bacterias gram negativas las enzimas que 
catalizan estas reacciones se sintetizan a panir de los genes organizados en 
el operón rfbABCD (Zhang L, eta/. 1993). en la siguiente secuencia: 

D-glucosa-1-fbsf"ato 
l 

rfbA glucosa-1-fosfato timidiltransferasa 
l 

dTOP-0-glucosa 
l 

rfbB dTDP-D-glucosa 4.6 dcshidratasa 
l 

dTOP-4-ceto-6-desoxi-D-gl ucosa 
l 

rfbC dTDP-6-desoxi-0-glucosa-3.5-epimerasa 
l 

dTDP-4-ceto-6-desoxi-L-manosa 
l 

rfbD dTOP-6-desoxi-L-manosa deshidrogenasa 
l 

dTDP-L-ramnosa 
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En cuanro a la sí111esis del ácido graso de Jos ramnolípidos aLJn queda por 
aclarar la conccción entre el n1etabolismo de ácidos grasos y Ja \'Ía de 
sín1c:sis de la n10Jécula precursora 11-hidroxidecanoil-11-hidro.xidccanoaro. En 
general. la sínrcsis de ácidos grasos comienza con acc1il-Cocnzin1a A (CoA > 
que se forma dirccrarncntc a parrir de piruvaro que proviene de la glucosa 
6 del subs1ra10 u1ilizado. El acelil-CoA es ulilizado en la sínlesis de ci1ra10 
para el ciclo de Krebs y para otras reacciones incluyendo J.a síntesis de 
ácidos grasos (Fig. 6). Los ácidos grasos ta1nbién pueden sin1ctizarsc 
di reciamente de la oxidación de n-alcanos (Fig. 7) (Boullon C. ,,, al. 1987). 
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Polisocá~idos fGWCOSAl ¡ 
Treholosa Glucosa 6-P 
Soforoso Fructosa 6-P 
Romnosa + 
Monoso FructosoJ,6 Difosfoto 

Gliceroldehido 3-P 

Fostotnolpiruvoto 

•• :'.!~to ... - --............ 
_.-oxoloocetoto--------... Acetil-CoA A ,., CoA-----~i 

Mo;to c;'toto ___ Oxa_c_e-<l'oro-celoto 

S f • ~ Molonil-CoA 
uccinoto lsocitroto • 
""' _/ Acidosgrosos 

2,0xoglutoroto ...----- • 
iUPIDOS! 

Fig. 6 Metabolismo intermediario a partir de glucosa de donde se deriva 
la síntesis de precursores de moléculas lensoactivas (Boulton C. et al. 
1987). 
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Polisacáridos 

Trehotoso -------===:, 
Soforoso ------=-

Glucosa 6-P 
f 

Fru~osa 6-P 

Monoso 

...---oxatoocetato 

Malato 

Fructosa 116 Difostoto 
t 

Gliceroldehido 3-P 

Fosfoe!olpiru~oto 

( Gl/oxiloto Citrato 

Succinato~ / 
'-..__ ~Jsocitrato ~ 

2-0xoglutoroto _-./' 

Upídas 

-==,.=.:---Acidot grosos 
t 

fALKANOS f 

Fig. 7 Metabolismo intermediario a partir de substratos 
hidrocarbonados de donde se deriva la síntesis de precursores de 
moléculas tcnsoactivas (Boullon C, et al. J 987). 
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HIOSINT1-:s1s DE llAMNOl.ll'll>OS 

La biosíntcsis de ran"l.nolípidos en P. aeru~ino.•;c' ha sido estudiada midiendo 
los productos intermedios del metabolismo en experimentos utilizando 
precursores radiactivos en extractos enzimáticos (Burgcr M .. et al. \ 963) y 
en "células en descanso" (biomasa cultivada en condiciones óptimas .. 
separada del caldo de cultivo por centrifugación .. lavada y rcsuspcndida en 
un buffer) (Hauser G. et al. 1957). Considerando los resultados de estos 
experimentos se propuso una vía bi.osintética a partir de n-alcanos como 
fuente de carbono (Syldatk C. et al. 1987) (Fig. 8). 

La molécula activada TDP-L-ramnosa es transferida a f\-hidroxidccanoit-t\
hidrox.idccanoato mediante una reacción cata\izada por la enzima específica 
ramnosil transfcrasa l (Rt 1) para sintetizar mono-ramnolípidos. Los di
ramnolípidos se fonnan al transferir una segunda molécula de TDP-L
ramnosa mediante \a enzi1na ramnosi\ transfcrasas 2 (Rt 2) al mono
ramnolípido previamente formado (Fig. 8). Ambas formas de ramno\ípido 
se pueden extraer a partir del sobrenadante libre de células (Hafcrburg D. 
eta/. 1986). 

Para \a síntesis de los ramnolípidos compuestos de dos unidades de ramnosa 
y un ácido graso ó de una ramnosa y un ácido graso., \a vía biosintética 
descrita se modifica ligeramente en la parte de la síntesis de ácidos grasos 
(Fig. 8(*)). Estos compuestos son producidos por "células en descanso" con 
n-alcanos como fuente de carbono (Syldatk C. et al. 1987). Las moléculas 
de ácido f'\-hidroxidccanoico no se condensan sino que pasan directamente a 
la síntesis de 1nono-rarnnolípidos de cadena corta. Sin embargo~ la 
secuencia de las reacciones 1netabólicas es igual para todas las cuatro 
formas de ramnolípido descritas (Syldatk C. et al. 1987). 

La productividad y la composición del producto crudo dependen en parte 
de las condiciones de cultivo y de\ uso de las diferentes fuentes de carbono. 
Sin embargo. la longitud de la cadena de los substratos hidrocarbonados no 
influye sobre la longitud de la cadena del ácido graso de los glicolípidos 
(Syldatk C. eral. 1987). 
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N-tetradecano .. 
N-tetradecanol .. 

N-tetradecana aldehido 

N-ácido ttradecanoica .. 
~oxidación .. 
Acetil-CoA 

Síntesis de ácid~ Glucogénesis 
grasos / ~ 

Ácido 13-hidroxidecanaico Glucosa 

( ·) 

Ácido j3-hidroxidecanoiH3- TOP- glucosa 

"'"ro· .. ·=·vtm~~- -, 
L-ramnosil-13-hidroxidecanoil-13-hidroxidecanoato 

1 +TOP" 1 

Rt2 .¡,-e:- - - - - - - _J 

L-ramnosil-L-ramnosil-j3-hidroxidecanoil-j3-hidroxidecanoato 
+TOP" 

"TOP=Timidinadifosfato 
Rtl = Ramnosil transferasa 1 
Rt2 = Aamnosil transferasa 2 

Fig. 8 Diagrama para la síntesis de ramnolípidos a partir de n
tetradecano en P. aeruginosa (tomado de Syldalk C, et al. 1987). 



REGULACION FISIOLOGICA DE LA PRODUCCION r>E 
RAMNOLrr•roos 

En general la regulación de In producción de tensoactivos por 
microorganisrnos se lleva a cabo ·mediante tres n1ecanisn1os que son Ja 
inducción .. Ja represión y la limitación de nitrógeno y de iones 
multivalentes (Desai J. et al. 1997). 

En P. aeru¡.:inosa la sfntesis de ramnolfpidos se induce con substratos 
lipofílicos ó insolubles en agua. Los ramnolfpidos se producen durante el 
crecimiento de esta bacteria en n-alcanos como fuente de carbono 
(Chakrabarty A. 1985). Otras fuentes de carbono como glicerol. glucosa y 
etanol pueden inducir Ja producción de ramnolfpidos pero Ja producción es 
111enor (Hisatsuka K. et al. J 972). El rendimiento más alto inducido por n
alca nos (3.5 g rml /g peso seco) se obtiene utilizando Ja biomasa lavada de 
P. aer11¡:i11nsa ("resting cells") (Syldatk C. et al. 1987). 

La represión de Ja síntesis de ramnolípidos se ha observado en cultivos de 
P. aeru¡.:i11osa en glicerol a los que se les agrega glucosa. acetato succinato o 
citrato (Hauser G. et al. 1954). Sin embargo. se ha aislado una mutante 
(SB30) que no responde a la represión por glucosa y que produce 
emulsificante (EM) 6 ramnolipido en tanto en hexadecano como en glucosa 
con el mismo rendimiento (Chakrabarty A. 1985). Se ha reponado también 
que Ja glucosa. el glicerol y el ácido palmftico reprimen otros procesos 
relacionados con la la biodegradación de hexadecano en P. aerugi11osa 
S78I. como es la producción de un activador de la oxidación de n-alcanos 
(Hisatsuk:J K. el al. 1972). 

Ln regulación de la producción de ran1nolfpidos en P. aeru¡.:inosa también 
es ejercida bajo condiciones lin1itantes de nitrógeno. fierro y fósforo 
durante las íascs de crccin1iento exponencial tardía y estacionaria (Guerra
Santos L. et al. 1986: Mulligan C. et al. 1989) cuando Ja densidad celular es 
aira. En base a la limitación de fósforo se ha optimizado el medio PPGAS 
(Mulligan C. et al. 1989). para la producción de ramnolípidos. El medio 
PPGAS es un n1cdio glucosado libre de grasas y aceites por lo que resulta 
conveniente para análisis de producción a pequeña escala. En cultivos de P. 
aeruginosa se puede observar el paso a la :fase estacionaria del crecimiento 
al producirse un pign1ento azul que coincide con la producción de 
ramnolípidos y Ja consecuente formación de espuma. La sobreproducción 
de ramnolípidos se induce también durante el crecimiento de Pseudo111011as 
sp. en condiciones limitantes del ión NH4..,... ó NQ3- y con n-alcanos como 
fuente de carbono. (Syldatk C. et al. 1987). En cultivos continuos de P. 
aeru¡:inosa cultivada en glucosa se aumentó la producción de ramnolfpidos 

19 



de 7 a JO veces después de lin1itar el ión NO:r. En condiciones limitantes 
de los cationes Fe:!+. Mg~+ ó Ca~+. se aun1enta atín niás la producción de 
ramnolípidos (Guerra-Santos L. er al. 1986). Para In producción de 
ramnolfpidos en planta piloto se ha optin1izado un medio (3M) con exceso 
de glucosa y fósforo pero lirnitado en nitrógeno y fierro (Reiling H. el al. 
1986). 

GENETJCA DE LA DIOSINTESIS DE RAMNOLIPIDOS 

La obtención de mutantes de P. aer11¡:i110.w.J afectadas en Ja biosíntesis de 
ramnolípidos para estudiar Ja genética de este proceso se veía limitada por 
la dificultad para poderlas seleccionar. Aunque se había aislado este tipo de 
mutantes en base a su incapacidad de crecer en hidrocarburos (Chakrabarty 
A. 1985). realmente no existía un bioensayo que pern1itiera seleccionar y 
analizar a las colonias no productoras de ramnolfpidos después de 
mutagenizarlas. Sin en1bargo~ en los últin1os años se desarrollaron técnicas 
como la detección de ramnolípidos en medio mínimo con azul de metileno 
(Siegmund l. et al. 1991) que facilitaron el aislamiento de estas mutantes. 
Asimismo se adaptó la cromatografía en capa fina (Matsuyama T. 1987) 
para el análisis de tensoactivos biológicos. 

De esta forma .. a través de Jos trabajos de un grupo de investigación del 
Instituto Federal de Tecnología en Suiza (Ochsner U. et al. 1994-1995), se 
llegó a entender mejor Ja genética de la biosíntesis de ramnolfpidos en P. 
aeru¡:inosa. Se aisló una mutante (65EJ2 derivada de la cepa PG201). 
incapaz de crecer en n1edio n1ínimo con hexadccano como fuente de 
carbono. que no producía rarnnolípidos (Koch A. et al. 1991) y sin 
actividad de rnmnosil transfcrasa l (Ochsner U, et al. l 994b). Al 
complementar a la rnutantc 65El2 con una librería gen6n1ica de Ja cepa 
silvestre .. se aisló un cósn1ido que restauró Jos fenotipos afectados. El 
cósmido aislado contenía un n1arco de lectura abierto de 723 pares de bases 
del que se dedujo una proteína de 28 kDa. Esta proteína tenía homología 
con proteínas regulatorias (activadores transcripcionales) en P. aeruginosa. 
Vibrio fisc/zeri. Rhi'::.ohi/1111 legu111i11osaru11i y E. coli. Al clonar a este gen 
llamado rh/R, en un vector n1ulticopia e introducirlo en la cepa silvestre .. se 
estimuló tanto el crecimiento de esta bacteria en medio mínimo con 
hexadecano, como la producción de ramnolfpidos y del pigmento 
piocianina. Se determinó que la proteína RhlR era un regulador 
pleiotrópico al participar también en la producción de elastasa (Ochsner U. 
eral. 1994). 
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Usando mutantes de P. aeru¡:inosa incapnccs de producir ranmnolípidos. 
generadas por inserción con rransposón. se aisJnron los genes rlllA. rh/B y 
rllll (Ochsner U. et al. J 994b). Se clonnron primero las regiones que 
flanqueaban al transposón en las mutanlcs parH usarlas con10 probadores de 
hibridación contra una librería genómica de la cepa silvestre. Los cósmidos 
así aislados que con1plementaban a las 111utanrcs para la producción de 
ramnolipidos se subcJonaron y secuenciaron para esrablecer un mapa del 
grupo de genes rh/ABRI que panicipaba en Ja biosfnlesis y regulación de 
ramnolfpidos (Fig. 9). 

Estudio del operón r/1/AB 

Para establecer la función de los dos primeros genes en este grupo se 
realizaron experimentos de expresión controlada en P. aer111::il1osa y E. 
coli. Al fusionar el promotor inducible 1ac de E. coli al gen rh/A no se 
derectó actividad de ramnosil transferasa 1 <Rt J ). Esta actividad se detectó 
en fusiones del promotor tac al gen rh/B 6 bien en fusiones que incluyan 
ambos genes funcionales. Se concluyó enronces que RhlB era Ja proteína 
catalítica Rt J. Sin embargo. Ja producción de ramnolípidos en cultivos de 
P. aeruginosa era mayor cuando ambos genes r/1/A y rh/B se expresaban~ 
que cuando sólo se expresaba r/llB. Para la producción de ramnolfpidos se 
requiería entonces tanto de la proteína RhlB como de la RhlA (Ochsner U. 
et al. l 994b). 

Aunque no se estableció con claridad la función de la proteína RhlA. por 
homología de secuencias se dedujo que estn proteína de 32.5 kDa se 
exportaba aJ pcripJasma al tener un péptido señal característico de 
exportación en bacterias Grant negativas. en su extren10 an1ino tern1innl 
(Ochsner U. et al. J 994b). Por otra parte. In proteína RhlB ó Rt l de 47 
k.Da que se dedujo de la secuencia nucleotídica no lcnía hon10Jogú1 con 
ninguna proteína conocida. Mediante un peñil de hidropatía se observó que 
esta enzima posefa por Jo menos dos posibles don1inios de adhesión a 
membrana: uno en Jos primeros 20 aminoácidos del extremo amino 
terminal y otro en el extremo carboxilo. entre Jos amnoácidos 300 y 350. 
Se pensó entonces que la Rt J podría estar anclada a Ja membrana 
citoplásmica por el extremo amino terminal y que Ja puede a1ravesar 
exponiendo sus dominios a ambos lados de la n1cmbrana (Ochsncr U9 et al. 
J 994b). Se sugirió también que el transporte ó síntesis de precursores de 
substratos para la Rt 1 se llevaba a cabo mediante la participación de Ja 
proteína RhlA. O bien. que RhlA fuera necesaria para estabilizar a la 
proteína RhlB en la membrana citoplásmica (Ochsner U, eta!. 1995). 
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Fig. 9 Mapa del grupo de genes rh/ABR/ involucrados en la biosínlcsis 
de ramnolípidos y su regulación (tomado de Ochsncr U, et al. l 995). 



Se realizaron olros csludios para medir la aclividad de los promotores de 
los genes rh/B y rh/A fusionandolos al gen reportero lacZ de E. coli. Al 
medir la actividad de ri-galactosidasa producto del gen lacZ bajo el control 
del promotor rh/B_ se observó que este promotor se activaba muy poco y 
solamente durante la fase estacionaria del crecimiento en medio mínimo. 
En cambio._ cuando aden1ás del promotor del gen rll/B se incluía el gen 
funcional rh/A cuesta arriba del mismo (Fig. 9). los niveles de actividad de 
p-galactosidasa eran altos. Esla información indicaba que el gen rh/B se 
transcribía a partir del promotor del gen rh/A. Se concluyó así que los 
genes rh/A y rh/B se encontraban formando un operón (rh/AB ). 

Al fusionar solamente al promotor de rh/A al gen Jaez y medir la actividad 
de p-galactosidasa se reveló que en P. aer11~i11osa la expresión del promotor 
rh/A aumentaba 20 veces durante la fase estacionaria de crecimiento en 
condiciones de nitrógeno limitante. Este experimento se realizó también en 
la mutante 65E 12 afectada en el gen rh/R y se observó que en ausencia de 
la proteína RhlR no se detectaba activación del promotor rh/A. Se concluyó 
entonces que la proteína RhlR participaba en la activación transcripcional 
del gen rh/A. Mediante análisis de deleciones en la región cuesta arriba del 
promotor de rh/A se determinó la presencia de secuencias nuclcotídicas 
invertidas donde supuestamente se unía la proteína regulatoria RhlR para 
activar la transcripción del operón rh/AB (Ochsner U. eta/. l994b). 

Estudios del gen rl11/ 

Cuesta abajo del grupo de genes rh/ABR se identificó el gen rhl/ en un 
marco de lectura abierto de 603 pares de bases del que se deducía una 
proteína Rhll de 22 kDa. Una mutante de P. aer11¡::i11osa generada en el gen 
rhll._ no tenía actividad de ramnosil transferasa ni producía ramnolfpidos. 
Se encontró que la proteína Rhll tenía homología con las proteínas Lux! de 
V. fischeri • Lasl de P. aeruginosa. Expl de E. caratovora y Tral de A. 
tu1nefacie11s que catalizaban la síntesis de moléculas de horno serio lactonas 
(HSL) (Ochsner U. et al. 1995). 

Las HSL son moléculas pequeñas que difunden al medio de cultivo y que 
activan genes específicos para la producción de metabolitos secundarios 
mediante un sistema de regulación por autoinducción ó de sensibilidad 
colectiva y respuesta. En este sistema las bacterias monitorean su propia 
densidad celular al producir moléculas de HSL llamadas autoinductores que 
se acumulan en el medio durante el crecimiento. Cuando la densidad celular 
es baja .. la concentración de HSL también es baja~ mientras que cuando esta 
densidad es alta. la concentración de HSL alcanza niveles críticos que 
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resuhan en la activación transcripcional de los genes que participan en la 
producción del metabolito en cuestión (Claiborne W. et al. 1994). Este 
mecanismo rcgulatorio de autoestimulación tiene el potencial de generar 
una respuesta rápida y fuerte al estfmulo apropiado al coordinar Ja 
respuesta de toda una población celular (Brin! J. eral. 1995). 

El mejor ejemplo de un sistema regulador por autoinducción es el par 
LuxR-Luxl en Vihrin .fisc/leri. Lux R es una proteína activadora de la 
transcripción del operón lu.1·/CDABEG cuyos genes participan en el 
fenómeno de bioluminiscencia de esta bacreria. La proteína LuxR funcional 
se encuentra formando un complejo con la molécula N-(3-oxohexanoiJ)
HSL (VAi). producto de la enzima autoinductor sintetasa Luxl. La 
formación del complejo LuxR-VAI es necesaria para Ja unión eficiente de 
LuxR a un sitio de regulación positiva en el ADN que se encuentra cuesta 
arriba del operón lux/CDABEG para la producción de luz (Brint J. et al. 
1995: Claiborne W. eral. 1994). 

El sistema regulador de la transcripción de respuesta a autoinductor en P. 
aeruginosa es el formado por el par LasR-LasI. LasR es aparentemente un 
regulador global involucrado en el control transcripcional de varios genes 
incluyendo las proteasas elastasa. LasA y alcalina. Este control de LasR 
requiere del autoinductor PAi (formado de N-(3-oxododecanoil) 
homoserin lactona) producto de acción enzimática de Lasl. El sistema 
LasR-PAI en P. aeruginosa se ha descrito como un mecanismo de 
comunicación entre célula y célula en respuesta a la densidad celular para 
permitir Ja expresión coordinada de genes asociados a virulencia para 
concertar el ataque al huésped (Brint J. et al. 1995). Estudios realizados 
por Pearson J. et al. en 1995. dernoslraron que la cepa de P. aer11¡:i11osa 
PAOJ producía una segunda señal HSL (N-butirilhomoserin lactona) 
llamada Factor 2 que también estaba involucrada en el control 
transcripcionaJ de la elastasa. 

Como se mencionaba al principio de esta sección. se generó una mutante de 
P. aeruginosa en el gen rhll. sin actividad de ramnosiJ transferasa ni 
producción de ramnolípidos. Se realizaron experimentos para inducir Ja 
síntesis de ramnolfpidos con los autoinductores Factor 2. PAi y VAi. en 
cultivos en crecimiento exponencial de la mutante en rhll. El factor 2 
resultó ser el inductor más eficiente seguido del inductor V Al. Sin 
embargo. PAi no funcionó para la inducción de la biosfntesis de 
ramnolfpidos en esta mutante. Se probó entonces inducir estos cultivos 
usando el sobrenadan te de cultivos de la cepa silvestre PG20J. de una 
mutante en el gen r/llA y de otra en el gen r/llR. La producción de 
ramnoJfpidos en Ja mutante rhll se indujo tanto con el sobrenadante de la 
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cepa silvestre corno con el de la 1nutantc en rhlA. El sobrcnadantc de la 
mutante en rh/R no tuvo ninguna capacidad de inducción sobre estos 
cultivos. Estas observaciones indicaban que el gen rh/R era necesario para 
Ja síntesis de autoinductor tal vez mediante la activación transcripcional del 
gen rlll/ (Ochsner U. eral. 1995). 

Se propuso entonces un modelo para Ja regulación de Ja producción de 
ra1nnolípidos en P. aeru¡.:inosa. (Fig. J 0). La regulación se llevaba a cabo 
mediante un sis1ema RhlR-Rhll en el que parlicipaba un au1oinduc1or. La 
proteína regulatoria RhlR se activaba al unirse al autoinductor producto de 
la enzima au1oinduc1or sinletasa Rhll. Aunque Ja proteína RhlR se podía 
unir tanto al Factor 2 como al inductor VAi .. no se determinó cuál de Jos 
dos era el producto de la proteína Rhll. 

La expresión del gen rhll se encontraba a su vez bajo el control de la 
proteína regulatoria RhlR. La unión de la la proteína RhJR activada a un 
sitio especifico cuesta arriba del promotor de rh/A activaba la transcripción 
del operón rhlAB que codificaba para la enzima Rt 1. que era Ja enzima 
clave para la biosfntesis de ramnolfpidos. El sistema RhlR-Rhll tenía 
homología con los sistemas reguladores sensores de Ja familia LuxR-Luxl y 
LasR-Lasl (Ochsner U. et al. 1995). 

Como se mencionaba en Jos trabajos de Pearson J. et al. 1995. el Factor 2 
estaba involucrado tanto en el control transcripcional de ramnolfpidos 
como de Ja elastasa pues mutantes afectadas en Jos genes rh/R 6 rhl/ no 
sintetizaban ninguno de estos productos. Estas mutantes se complementaban 
por lo menos parcialmente para la producción de ramnolípidos y elastasa 
en presencia de sus genes silvestres respectivos. Sin embargo~ mutantes 
afectadas en el gen lasR. no producían elastasa ni ramnolípidos. Entonces~ 
se sugerió que para Ja síntesis tanto de ramnolfpidos como de elastasa se 
requierfa de ambos sistemas regulalorios RhlR-Rhll y LasR-Lasl (Latifi A. 
eral. 1996). Se observó que mutantes en RhlR en presencia del gen lasR en 
multicopia producían niveles bajos~ pero detectables de ramnolfpido. En 
contraste. una mutante lasR- que lleva al gen rh/R en multicopia producía 
altos niveles de elastasa. Es decir~ que existía una regulación cruzada entre 
los genes rhlR y lasR que les permitía substituírse. por lo menos 
parcialmente cuando se encontraban en multicopia (Ochsner U. et al 1995). 

Una explicación a este componamicnto de entrecruzamiento podría ser que 
Ja proteína RhlR mejorara la producción de PAi. por lo que se mejoraría a 
su vez Ja expresión del gen estructural de la elastasa lasB. Otra explicación 
sería que el sistema RhlR-Rhfl estuviera involucrado en la regulación del 
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Fig. 10 Modelo para la regulación de la producción de ramnolípidos en 
P.aeruginosa. (Ochsner U, eral. 1995). 
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gen /asA. que codificaba para una segunda clastasa que se sabe incrementa 
la actividad clastolítica en P. aeru¡:inosa. El hecho de que el gen /a\·R en 
multicopia en mutantes rh/R- sólo produjera cantidades limitadas de 
rarnnolfpido podía indicar que múltiples copias del gen l<L\·R llevaban a una 
activación preferencial del promotor del gen hcterólogo de ta autoinductor 
sintetasa r/111. en lugar de activar al promotor del gen rh/A. Este punto de 
vista se apoyaba en unos estudios recientes en los que se sugería una 
jerarquía regulatoria de autoinductorcs: LasR y bajas concentraciones de 
PAi activaban principalmente la expresión del gen la~\·/ en una vuelta de 
cascada regulatoria. Al acumularse PAi .. se vio que se producía una 
activación secundaria de genes producto de virulencia como l<L.,.B. El 
complejo hetcrólogo LuxR-VAI. sin embargo. no tuvo ningún efecto en la 
expresión del gen las/. Tampoco se encontró una actividad significativa de 
LuxR ni de LasR con los autoinductores hetcrólogos de Vihrio ó de 
Pseudomonas (Ochsner U. eta/. 1995). 

Los fenotipos pleiotrópicos de mutantes de P. aer11gi11osa en ambos genes 
para RhlR y para Rhll. que provocaban también defectos en otros factores 
de virulencia extracelular como la proteasa LasA y el pigmento piocianina 
de reducción-oxidación confirmaban el papel de este par en la regulación 
global de productos de virulencia extracelular (Brint J. et al. 1995). P. 
aeru¡;;:inosa poseía por lo menos dos sistemas de autoinducción para regular 
la expresión de sus numerosos factores de virulencia secretados de una 
manera dependiente de la densidad celular. Aún no se había definido cómo 
estos sistemas regulatorios dependientes de autoinductor influenciaban la 
expresión de sus genes blanco y cómo interactuaban uno con otro. 

El presente trabajo se inició antes de la publicación de los trabajos de U. 
Ochsncr en donde se describía a los genes rh/ABRI como los genes 
biosintéticos para la producción de ramnolípidos en P. aeruginosa así como 
las estrategias que usaron para la obtención,. selección y análisis de mutantes 
no productoras de ramnolípidos. Es decir .. que al inicio de este trabajo no 
se habían establecido técnicas para el aislamiento y análisis de estas 
mutantes. Tampoco se tenía la certeza de que los compuestos tensoactivos 
producidos por las diferentes cepas de P. aeruginosa fueran ramnolípidos. 
Es decir .. en el presente proyecto .. antes de iniciar el estudio de genético de 
la producción de ramnolípidos. se trabajó primero en: 

- la identificación del tensoactivo producido por las cepas de P. aeruginosa 
del laboratorio IGB83. 29-1 y ATCC9027 por cromatografía y medición 
de la tensión interfacial (información no inclufda). 
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a) 

b) 

Fig. 11 Formación de halos en medio PPSW asociados a la producción 
de ramnolípidos. a) ramnolípido purificado de la cepa 29-1. b) colonias 
de P. aeruginosa 29-l::Tn501. Al centro la mutante IBT8. 
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- la adaptación de un biocnsayo en caja de Pctri para el análisis de mutantes 
en el que Ja cepa 29-1 resultó ser Ja cepa más adecuada por la forrnación de 
halos bien definidos en el medio de selección (Fig. 1 1 ). 
- el montaje de la cromatografía en capa fina en el laboratorio incluyendo 
Ja definición del sistema de solventes y revelador a usar. 
- en la medición de la tensión interfacial de un cultivo en ausencia de un 
tensiómetro. 
- en la evaluación del transposón adecuado para mutagcnizar a la cepa 29- 1. 

Por eso. los objetivos paniculares enunciados a continuación enfatizan el 
trabajo en esa dirección. lJna vez que se adaptó una metodología de 
selección y análisis de mutantes en la producción de ramnolfpidos. se aisló 
una mutante en la producción de ramnolfpidos que es muy interesante dado 
su fenotipo y por no estar afectada. por lo menos directamente. en ninguno 
de los genes reportados con anterioridad. 
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08.fE·nvo GENERAL 

El presente estudio se inició con la finalidad de contribufr al conocimiento 
de la genética de Ja producción de ramnolfpidos para mejorar 
eventualmente las perspectivas biotecnológicas de su producción. Dado el 
potencial de Ja manipulación genética de P.J·eudo111n11as aer11xi110.~a para 
imp..'lctar en el aumento del rendimiento a través de fermentaciones. en este 
proyecro se planteó el estudio de Jos genes involucrados en la producción y 
regulación de tensoactivos en la cepa 29-J de Pseudo111n11asneruxi110.ff1 . 

OB.fETIVOS PARTICULARES 

J) Identificar el tensoactivo producido por esta cepa mediante el análisis 
por disminución de la tensión interfacial. cromatografía en capa fina. y 
cromatografía de alta resolución (HPLC). 

2) Diseñar un bioensayo para la producción de tensoactivo. 

3) Mutagenizar a la cepa 29-1 de Pseudo1nonas aeruginosa y seleccionar 
colonias incapaces de producir tensoactivos. 

4) Elaborar una librería genómica de P. aeruginosa en el cósmido pCPJ3. 

5) Complementar a la cepa mutada para la síntesis de ramnolfpidos con la 
librería gen6mica previamente fabricada. 

6) Caracterización de la mutante. 
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Absb'act 

Psewdomonas aerurf11osa produces .rbamnolipids wbicb are teoso-active compounds with potc:nt!al Industrial and 
cnvironme11t&I applic::atioos. 'Ibcrc are two maln typcs or rhattuJ.olipids produccd in Uquid culturct, rham.nosyl·P· 
bydroxydccanoyl-P-bydroxydcca.noatc (mono-rbaa:molipid) and rham..aosyl·rbainnosyl-P-bydroxydecanoyl-P-hydroxydecauo
atc: (d.i-rhamnolipid). In this work we repon thc Kh:ctivc isolation of a rbamnoUpid dcficicat rnutant (lBTB), wbicb does not 
accw:nulatc mono-rbainnolipid wbilc still produdng di-rhamnolipid. JDTB was sclectcd aftcr random mutagc:nc:lllis with Tri.SO/; 
yct, its aion~rba.maoüpid dcfidcncy was f"ound assoc:iatcd neitber "itb its TnSO/ insertion nor w1th a pouible alteratioo in tbe 
rh/ABRI genes for rbamnosyl-transferasc 1 syntbcsis. DifTcrcnt possibilitics to eAplain IDTB phenot)TlC are discusscd. 

1. lntroduction 

Rha.:nnolipids are compounds produced by Psni
domon.as aerugino.sa whicb reduce water suñacc ten
sion and emulsify oil. Thesc compounds are biodc
gradablc a.nd bave potentia.l indwtrial and 
environment.al applications [1-4]. ReccntJy rhaznno
lipids bave bccn found to havc important antagonis
tic cffccts on ccononücally intportant zoosporic plant 
pathogens, tbus opcning thcir use as biocontrol 
agcnts [5). 

"lñe rba.m.nolipids produccd by P. aeruginosa in 

~pondia& aut.hor. Tel.: +52 (73) 291634; F~: +52 
(73) 172388; E-mail: &)oria@ibLUD.aD:l.nut 

liquid cultures are mainly rha.nmosyl-Jl-hydroxydeca
noyl·fi-hydroxydccanoatc (mono-rhamnolipid) and 
rhamnosyl-rharnnosyl-J}-hydroxydeca.noyl-P-bydrox
ydecanoate (di-rhamnolipid). Rbamnolipid biosyn· 
tbesis was first dcscribcd by Burgcr- et al. in 1963 
(6) as a series of rbamnosc transfcrs from TDP
rhamnosc to Jl-hydroxydccanoyl-P·hydroxydcca
noatc. Thc cnzyme rham.nosyl-tr-ansfcrasc l (Rt 1) 
catalyz.es thc syntbcsis of mono-rhamnolipids whilc 
rhamnosyl-tra.nsfcra.sc 2 (Rt 2) synthcs~ di-rharn
nolipid from TDP-rhamnose a.nd mono·rham.nolipid. 

Genes coding far biosynthcsis, regulation and in· 
duction of Rt 1 cnz:yme are organizcd in tandcm in 
the rh/A.BRI gene cluster around minute 38 of thc P. 
a~ruginosa ehromosomc [7]. Mutations in any of 

037S·10971971S17.00 e 1997 FedcralioA oí EIU'OPQA Mk:rabiolo,pc.J Socic:Ucs.. PubWbcd by Ebcvicr Scicnce e.v. 
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T.ablc 1 
Slr'aUu and ~s •ued la lhis study 

1'1rud..--l'U~ ,.., PAOI DIULIU:IL, wt~l·90ZO t:OtAI ru-"I Jipi ·171. 
IBTI ,.., 2'·1 :;Ta.$01 z:nono-rbanuaolipid dcfic:icat a:1uuii1 

29·1 SU" spoat.Uicoua n:iut.a.nt 
1Qis work 
Thü work 
121 ATCC9027 WiJd·fnlc straU:i pl'odUcea oaly mo1:1o·rh.all)Dolipld 

/:Jchpidrlo ull 
UW937 1•1 
Pbsmid• 
plJW942 
pU0.:58 

R.P.C..ColEI Tn.•. TnJO/, ff&"' 
Coa~ thc l'A/AllRJ a-c=ncs. Ap' 

1•1 
16) 

pJB.JJJ 
pN'll219' 

JlP.C dcriYat.iw. CM.A, Ap'. Te'" 
Colimld do1:1c with P. "~""zúw.sa DNA 

{l•J 
Tbis work 

"' Abbmi.atioas ulOd: Rcsisu.1:1cc to: aa:ipic&llia (Ap'), kaa&a:1y-;ia CK.z:n'), mcrcury CHs'), •tn:plomycin (Str") and tc~c (Te'). Sclt 
~ble (Tra•), pr1;1m1;1tes chromosamc mobW-t.ioa (CMA). 

lhesc rhl genes ca.use a rhamnolipid rninus phenot)"PC 
whicb i.odicatcs lhat mono-rhamnolipid is an obli
gate prectlr.lior of di-rhamnolipid. Tbe genes encod
ing Rt 2 are yct to be described. 

In tbis study we repon lhe seJection aJld chara.cter
iz.ation of a rhaznnolipid dc6cicnt mutant (IBT8) 
whicb was dcrivcd from a P. aerugino.ra PAOJ dc
rivative (stra.in 29-l (8j, Table l). °Jñjs rnutant is 
deficient in tbc production of mono-rham.nolipid, 
but is still abJc to produce di-rham.nolipid. We also 
report that the gene affec1cd in mutant IDT8 is dUTcr
ent from tbc previousJy dcscribcd rh/ABRI genes io
voJvcd in Rt J cnzymc biosynlhcsis. 

A) 

2. l\.faterials and 1nc1:.ods 

2.1. Aficrobiological proc~durr.r 

Slra.ins a.nd pJasm.ids used in this work are shown 
io Table J. P. a~rugino.ra stmins were routineJy 
gro"'n at 29•c on one of lhe folJowing media: Pseu
domonas IsÓJation Agar (PIA, Difco), PPGAS (2J 
(NH,Ch 0.02 M; KCJ 0.02 M; Tris-HCJ O.J2 M; 
MgSO• 0.0016 M; glucosc 0.5%; pcptonc J%, ad· 
justcd to pH 7.2) or PPSW (PPGAS mcdiutn supplc
mcntcd \.\"ith 2.5 µg/mJ of inclhyJene bluc and 200 µg/ 
ml of Lhc suñacla.nt ectyJ-trimcthyJ-ammonium-bro
midc (CTAD)), Antibiotic aod mercury concentra-

B) C) 

Flc. J. Halo ron:n.atioa la PPSW platcs auoo;:i.s.lcd with rhan:lOolipld produeuon. A: Su.in 29·1. B: muu.nt IBTB, and C: punf1~ rh;un
aolipids troaa st.n.iaa 29-1. 
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Table 2 
Produc:lioA of rb.anuiolipid.I and i.aicrfaci&J icruioA or euhurc 1urcn:1a1.aou ·ar di.tfe-n::at P • .urvwuuna 1train1 

S~A R.bamnolipidl(ma rb11ma pnilcin) lakrl'acPJ ten1ioA(dinlcm) 

- Cbrolb) 
29-1 
IDTI 
IBTl(ptJ0.51) 
IBTll(pN1U198) 

1.63 
o.u 
0.!16 
1.111 

lions (µglmJ) uscd far P. aeruginosa and Escherichia 
coli. rcspcctivcly, wcrc: carbcnicillin (Cb) 300 and 
30, mcrcury (Hg) JO a.nd 10, slrcplomycin (Str) 200 
and 200, and tetracycline (Te) 1 SO and 30. Trans
formation of P. at!ruginosa was done as dcscribcd 
by Olscn el al. (9). Ma.tings wcrc pcrformed mixing 
a 1: 1 proportion of donor:rccipicnl strains and in
cubating lhcm overnig.bt at 29•c onto agar LB me
dium. Appropriatc dilutions werc madc on scJectivc 
media in ordcr lo isolatc transconjuganls. ControJs 
of individual donar and rccipicnt stra.ins wcrc trcated 
similarly to the mixture. Mutagcncsis wilh thc trans
poson Tn50/ was carricd out by sclccting Hg" trans
conjugants on PIA mcclium from thc cross between 
E. co/i UW937(pUW942) [10) and P. aeruginosa 29-
1. Rha.rnnolipid dcficient mutants were sclcctcd on 
PPSW mcdium by lack of halo formation. 

2.2. Rhcunno/ipüf fktermination 

CUiture supemata.nts of 96 b PPGAS cultures at 
29•c a.nd shaken al 250 rpm werc uscd for ali rbam
nolipid detcrrninations. Total rbarnnolipid conccn
tration was dctennined from ccll culture supcrna
tants by mcasuring rba.rnnose conccntralion after 
acld hydrolysis using thc orcinol mctbod [11]. Intcr
facial tcnsion bc::twcen water and hexadecanc was 
dctermioed by thc 'drop wcight' method [12). Thio 
layer chromatograpby (TLC) was carricd out on sili
ca gel G platcs trcalcd as indicated by Matsuyama et 
al. [13], rham.nolipids being revealcd with a 25 mglml 
solution of a-napbtbol. The samplcs for TLC werc 
prcpared by cxtracting 333 µl of culture supcmatant 
twicc with two volw:ncs or diethyl ether and suspcnd
iog in 10 µJ of water. Unrcvealcd uppcr spots werc 
scratcbcd off from a paralleJ untreatcd TLC platc 
and werc cxtractcd twicc with diethyl cthcr, sus
pended in 1 mJ of pbosphate buffer and aoalyz.ed 

19.12 
2.09 

11.1$ 
2.09 .... 

by bigh performance liquid cbromatograpby 
(HPLC). A reverse phasc nova-pack Cl8 3.9 pcr 
150 mm colu.mn was uscd. HPLC ana.lysis was iso· 
cratic using 40"/o acctonitrilc and 60% 0.1 M pbos
pbate buffer pH 6 with a Oow ratc of l ml/min. 

2.3. Construcrlon of rhe gcnomit: library 

Total genomic DNA from P. at!ruginosa IGB83 
(14] was partially digcstcd "'-ilh Sau3A aod ligatcd 
to cosmid pCPl3 (15] digestcd with BmnHI endonu· 
cleasc. Cosm.ids were pack:agcd onto A. hcads and 
lransfcctcd as dcsc:ribcd prcviously [16]. About 
5000 clones were obta.ined, whic:h reprcscnt al lcast 
10 times the si.zc of thc bacteria) gcnome. 

2.4. Nut:lek ~cid proceduus 

DNA isolatioo and cloning. Southcm bloning and 
nick tra.nslation proccdures were carrled out as de· 
scribed previously ( 16}. 

3. Rcsults and discussion 

,3.1. Detecrion of rhansnolipid producrlon on plates 

SW medium was originaJly devclopcd for the se· 
lcction of P. acruginosa rbamnolipid dcficicnt mu· 
tants on platcs [17). lt conta.ins tbe cationic dye 
methylene bluc whicb complcx.es with the slightly 
anionic rbam.nolipid molcculcs in lbc prcsencc of 
the suñactant CTAB. This complcx is visualiz.cd in 
lbe fonn of a blue prccipitate surrounding lhe rham· 
nolipid producing colonies. Howcvcr, in our experi
mcnts, P. at!ruginosa colonics fonned a blue pigmcnt 
whicb io.tcñcrcd 'With tbc blue prcc:ipitatc fonncd by 
rbarnnolipids in SW mediwn. Thcrcfore0 wc dcvcl-
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Fls. 2. Dctcctioa or rhamnolipids La TLC plates.. A: Laz>c:a corre• 
spoad to: l: stn.io 29·1. 2: muta¡¡t IDTI, 3: mutant IBTI(· 
pU05&), a.nd •: stn.in ATCC 9027. B: Dilfcrcat dllulions oí thc 
rba.mnolipld.s pl"oduccd by sl.J<Lia 29·1. lanc:a corTCSpoad to: l: 
u.adihit.cd.2: 1:2,3: 1:'1,a.nd'1: 1:10. 

opcd a slightly düfcrent rn~um for enhanccd visua.l· 
ization of prcdpitated rham.nolipids. In this mcdium 
cr AB a.ad Congo red or methylene blue were com· 
bined with PPGAS, a phospbate-Umitcd mcdium 
u.sed for rhamnolipid production. Uslng these media 
it was found that a halo was formcd around thc P. 
a.eruginosa colonics tbat produce rham.nolipids or 
around the puri.ficd rbamnolipids thcmsclves (Fig. 
1). A comparison of methylenc bluc and Congo red 
sbowcd the former to be sligbtly bcner. 

The lack of balo formation on plates of PPGAS 
supplemcntcd with metbylcnc blue and CTAB 
(PPSW mcdium) was uscd as a critcrion to sclcct 
rhamoolipid dcficicnt mutants aflcr Tn.50/ mutagen
csis. Onc thousand 29·1 ::Tn50/ inscnion mutants 
wcrc scr-ccncd on PPSW medium and one colony 
devoid of a halo (lDTB) was further charaeterizcd 
(Fig. 1) • 

.J.2. Rhamnol/pids production by IBTB 

Total rhamnolipid production by mutant IBTS 
was nearly IQ.fold Jowcr than tbat of its parental 
strain 29-1 (Table 2). Lowcr intcñaciaJ lension val· 
ues confirmcd that rbamnolipids were still pl"csent in 
lhe IBT8 culture supcrnat.ant, but in less quantity 
(Table 2). Intercstingly TLC analysis of an IBTB 
supcrnatant sbowcd that thc JBT8 di·thamnolipid 
spot rcmained visible whilc the mono·tbamnolipid 
spccies could not be detcctcd (Fig. 2A). As control 
we uscd puri.fied rbamnolipids from the culture 
supcrnatants of strain 29·1 (wiJd-typc) and strain 
ATCC 9027 which accumulatcs only mono·rha.mno· 
lipid [2}. In order to rule out tbat the lack. of mono
rhamnolipid detcction in rnutant JBTB was due to a 
problcm of TLC sensibil.ity, we ran difTerent dilu
tions of the '°rhamnolipids produccd by strain 29-1. 
\\'e found that in ali lhe dHutions whcr-e di·Tha.mno
lipid was detcctcd in the 29-1 supcrnatant, tbc spot 
corrcsponding to thc mono·rhamnolipid was clear-Jy 
visible (Fig. 2B). Tbc 1: 10 dilution of thc 29-J super
nata.nt approximatcly corresponds to tbe l"hamnoli
pid concentration pl"oduccd by mutant 1BT8. in this 
condition the mono·rhamnolipid spot is appal"CDt, 
but the di-rhamnolipid spot is hardly seco (Fig. 2B, 
Jane 4). Wc cannot ni.le out that small amounts of 
mono·rhamnolipid are still produccd by mutant 
IBT8, but it is clca.r that t.hls mut.ant pToduccs a 
consider-able dccrcased ratio of thc niono· to the 
di·r-ba.mnolipid spccics tban the wild·typc strain. 

ldenti6cation of thc uppct mi¡;rating band of the 
parental sua.in supcrnatant as mono·rhamnolipid 
(thc one Jaclcing in IBT8 supcmat:µit). was con· 
firmcd by its similar HPLC elution profilc to that 
ofstra..in ATCC 9027 supcrnatant (Fig. 3). previously 
characterizcd as authentic mono·rhamnolipid by 
mass spcctr-oscopy (3]. 
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3.3. '111e mutatlon in IBTB does not affects the rh/AB
RI genes 

Transcomplcmcntation of IBT8 mono-rhamnoli
pid dcficiCDcy by lhc rh/A BRI genes "Was undcrtalc:cn 
by transrerring plasmid pU058 into IBTS {7] (Table 
I); only partial complcment.ation was apparent wben 
rbamnolipids were measured (Table 2, Fig. 2), but 
halo rormation was not rcstored (data not shown). 
The laek or halo formation by strain IBT8(pUOS8) 
migbt be due to a lowcr sensitivity of this test for 
rhamnolipid dctcction lhan lhat of tbe orcinol metb
od. Thcsc rcsults suggested lhat lhc mutation present 
in strain mTS was not due to a mutation in the rhl 
genes cncodcd by plasmid pU058. "Iñ.is was the ex
pcctcd result since mutations in any of the rh/ gene 
clustcrs complctcly abrogatc lhc synthcsis of both 
rhamnolipid spccics [7]. 

A cosm.id clone (pNH.2198) which fully comple
mcntcd mutant IBTB for rharnnolipid production 
was sclcctcd from a P. oeruglnosa IGBSJ (14] gc
nomic library by sclccting lhe rcstoratioo of balo 
formation in PPSW mcdium. The Southcm blot ex-

pcrimeot shpwn in Fig. 4 shows that plasmid 
pNH2198 docs not hybridizc wilh thc rh/ABRI genes 
and that mutant IBTS and its parental strain 29-1 
havc lhc samc pattern of hybridization with lhcm. 
Thcsc rcsults confinncd that the mutation in IBTB 
is not within lhe rh/ABRI genes. Thc gene eneodcd 
by pJasm.id pNH2198 which complcments mutant 
IBTS, and is the prcsumably mutatcd gene in IBT8 
strain, is currently bcing cbaractcrizcd. 

,J.4. 7ñc mulation m /BTB straln is not caused by the 
Tn501 irucr1ion 

In ordcr to determine whelher the Tn50/ inscrtion 
in mutant IBT8 was causing its mono-rba.mnolipid 
deficiency, thc linkage bctwccn Hg" encodcd by the 
transposon and rha.rnnolipid dc6cien~ was deter
mined. Hg' was mobilizcd from mutant IBTB to a 
29·1 Str'" spontancous mutant (29-2, Table 1) using 
plasrnid pJBJJI whieh has chromosornc mobilization 
ability {18). Tbe frcqucncy of Hg'" transconjugants 
from th.is cross was al Jcast onc ordcr of magnitudc 
higher than tbe transposition frequency of TO.SO/ in 
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Af. IVilJ_,1 ,,.l/FEMS Moerobrolory LttlursOOO (1997) J-7 

A 2 3 4 5 6 

~'>~-

B 2 3 4 5 6 

·--iiit 

Fis. 4. Sout.bcra blot ...a.Jya.Js usins plumid pU05S aa pro be. A: 
EJectropbo~ ptofilc of DNAs resUi~ with dilrcre1:u eadoau
dcalea. B: Hybrid.izatioii of thcsc DNAs with plasznid pUOS& 
u-s u probe. Lanu c:orn:spood to: 1 a.i:i.d 6: pbaac A DNA re
ttrkud -1t.b H-.d.111 c:adooudcaae., Z: plumid pNH2J91 DNA 
ratric..s wit.b ,.,,,. CDdoou.dc:uc, 3: toLaJ acnaaiic DNA ar mu
lalll 1en rcstric:t.d with 1".zrl cnzyax, 4: total acnOQ1Jc DNA ar 
strai.a 29-1 nstricwd wilh J".rd CDZ)'me, and $: ptumid pU051 
~ wit.b EcoRJ and Hu.dlll ~es. 

strain 29-1, thus sccoodary cvcnts oí transposition 
wcrc discardcd as bcing tbc primary cvcnt for thc 
incorporation of lhc tra.nsposon into strain 29-2. 
Tbincen 29-2 Hgr transconjugants wcrc sclcctcd. 
but nonc inbcritcd rharnnolipid dcfidcncy. Accord
ing to thc transposition and thc recombinaüon frc
qucncics mcntioncd abovc, only onc to thrcc ar thcsc 
transconjugants could rcprcscnt ncw To.SO/ transpo
sition cvcnts. "Il:Us cxperimeot stroo¡;ly suggests lhe 
prcscocc in strain IBTB of a sccond mutation, inde
pendent of the Tn50/ inscrtion, that affccts mono
rhamnolipid accumulation. 

This is tbe first Teport of a P. acruginoso mutaot 
atfccted in tbe productioo of mono-rhamnolipid 
while still prcsentiog d.i-rhamnolipid production. 
Tu.is could be cxplaioed by: (J) dcgradation of thc 
fonner, aod (2) exprcssion of a sccond metabolic 
r-oute from substratcs other than mooo-rbamoolipid. 
The first altcrnative would imply synthesis of mono
rhamnolipid from lile eJ1.ptcssion of the rltlABRI 
gene cluster, ils 0.ow to di-rhamoolipid via tbe Rt 2 
pathway and degradation of surplus amounts of 
mono-rbamnolipids. The second altcrnative implies 
both the silencios of an intact rhLCBRI gene c.Jwter 
aod the onsct of a.o alte.rnativc pathway, wbalever its 
naturc. Parti!'l complemcntation of IDTB by pUOSS 
with regard to mono-rbamnoJipid accumulation 
could be interpreted by either positive (as in alterna
ti\'e l) or ncgative (as in alternative 2) regulation and 
tbus, does oot throw any light as to whicb of the two 
alternatives is corrcct. Only further wor-k along these 
Hoes, now in progrcss, will aid to soJve this issue. 
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MATERIAL '\' METOJ>OS ADICIONALES: 

Tabla 2. Cepas y plásmidos adicionales utilizados en este trabajo 

Cepa 6 plásmido Características relevantes 

P.,·eudomonasaeru¡.:ino.•¡a 

IGB83 

Escherichia coli 

HBIOI 

Plásmidos 

pU094 

pRWS8 
pUCP20 

pCP13 

cepa sil\ cs1rc que pruJu..:c 
mono y di-ramnolfpidos 

pro, /eu, recA., ltsclN. luc/A-f 

gencsrhlAB en pVLT31 
bajo el promolor Ja!E, Ter 
gen r/1/R en pUCP20, Apr 
derivado de pUCP18 Apf° 
3897 pb 
cósmidodc 23 Kb dcri\·ado de pLAFR J 
Ter Kmr 

Referencia 

Palmeros B. eral. 1994 

DarzinsA.eral. 1984 

Ochsner U. et a/. l 994b 
este trabajo 

West s. eta/. 1994 

Darzins A. et al. 1984 

Cuantificación de proteína (Lowry). Esta determinación es necesaria 
para calcular los miligramos de ramnolípido que se producen por 
miligramo de proteína celular. 
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RESULTADOS ADICIONALES: 

Construcción de unu librería gcnómicu de /'. acr11gi11o&·a. 
Se elaboró una librería genómica de la cepa IGB83 en el cósmido pCPI 3. 
Después de purificar el ADN total de la cepa de /'. aerugino.<a IGB83 se 
digirió parcialmente con la enzima SauJA. Para esto se hicieron 
preparaciones de digestión del ADN con diferentes diluciones de la enzima. 
La reacción se incubó a 37ºC. 15 rnin. y se detuvo a 65ºC. 10 min. Se 
escogieron los fragmentos de entre 10 y 20 Kb de las preparaciones con 
enzima diluída 1 :8 y 1: 16 (Fig. 12-A). El cósmido pCPI 3 (Darzins. A. et al 
1984) se digirió con endonucleasa BamHI. Usando una proporción 1:1 de 
vcctor:inscrto se ligó 1,,g de ADN usando Ligasa T4 en un volumen final 
de 20 ,.l. Antes de agregar la ligasa y el buffer de la enzima. se incubó el 
ADN en esta secuencia: 5 mio. a 65 ºC. 10 min. a temperatura ambiente y 
15 min. a 4 oc. Después de agregar el buffer se incubó 15 min. a 4 °C 
para finalmente agregar la enzima e incubar la reacción 1 hr. a 12 ºC. Se 
dejó la reacción el fin de semana a 4 oC. El ADN así ligado se empacó in 
vitro en fagos lambda usando extractos de empacamiento Amersham 
siguiendo sus instrucciones. El ADN recombinantc empacado in vitro en 
cabezas de fago lambda se usó para infectar E. coli HBlOl como se 
describe en Maniatis. T. 1982. Se seleccionaron colonias en LB Tetraciclina 
10 µg/ml de las que se escogieron 10 colonias al azar para analizar. Se les 
purificó ADN plasmídico y se trató con endonucleasa BamHI para liberar 
los insertos (Fig. 12-B). Este banco se construyó con la asesoría del Dr. 
Jaime Martínez Salazar. 
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Kb 

23 

9.4 
6.5 
4.3 

2.3 
2.0 

0.5 

Kb 
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

Fig. 12 a) Carril 1: marcador de peso molecular A Hindlll. carril 2: 
ADN de la cepa de P. aeruginosa IGB 83 sin digerir. carriles 3-9: 
mismo ADN digerido con endonucleasa Sau3A dilufda 1 :4. 1 :8. 1: 16. 
1:32. 1:64. 1:128 y 1:256 respectivamente. b) carril 1: marcador de 
peso molecular A Hindlll. otros carriles: cósmidos de la librería 
genómica de esta cepa digeridos con cndonucleasa Ba1nHI con insertos 
de entre 10 y 20 Kb aproximadamente. Las bandas de 23 y 0.5 Kb 
corresponden al cósmido pCPl3. 
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El gen rlllR complementa parcialmente a IHTS 

Para determinar la parle del cluster rh/ABRI capaz de complementar 
parcialmente a IBT8 se probó complementarla con los genes rh/AB y rh/R 
contenidos en los plásmidos pU094 (Fig. 13) y pRW58 (Fig. 14) 
respectivamente. El plásmido pU094. proporcionado por llrs Ochsncr .. 
contiene a los genes rh!AB en un fragmento Acsl-Hindlll de 3.1 Kb bajo el 
promotor induciblc tac en el plásmido pVLT.31. En esta construcción .. Ja 
transcripción de los genes rhlAB no depende de la regulación positiva de la 
proteína RhlR sino de la inducción del promotor tac con IPTG. El 
plásmido pU094 se movilizó por conjugación a la cepa IBT8. Al inducirse 
la expresión de los genes rh/AB con IPTG 3 mM. se observó que este 
plásmido era incapaz de restaurar la producción de ramnolípidos (Tabla 3). 
Se construyó entonces el plásmido pRW58 que lleva al gen rlz/R en un 
fragmento Pstl de 2 Kb clonado en el sitio Pstl del plásmido pUCP20 (West 
SEH. eta/ 1994) (Figs. 14 y 15). Mediante un experimento de 
transformación se transfirió el plásmido pRW58 a la mutante 8 y se 
determinó que el ramnolfpido producido por esta cepa era el 24.5% del 
producido por la cepa silvestre 29-1. 

Estos resultados indican que la complcn1cntación parcial en la cepa IBTS 
está dada por la presencia del gen rh/R. Es decir? que la mutación en esta 
cepa debía estar dada en alguna función rcgulatoria que se complementa de 
una manera cruzada con la proteína RhlR para la biosíntesis de 
rarnnoltpidos pues al hacer la expresión de los genes rh/AB independiente 
de ésta? la complementación no era posible. Sin embargo~ para la 
formación de pigmento la proteína RhlR no tiene ningún efecto (Fig. 16). 
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Cepas 1 Tensión ¡ mg ramnolípldo/ 1 % ramnolípldo 
lnterfaclal mg de proteína 

(mN/m) 
--

1 (medio) 19.828 1 o 1 o 
--

29-1 1 . 2.096 1 1.628 1 100 
(cepa silvestre) 

IBT8 

-
IBT8(pU058} 

-
IBT8(pRW58} 

--
1 

IBT8(pU094) 
1 

17.19 1 0.114 1 7 

Tabla 3. Producción de ramnolípldos por la cepa silvestre 29-1 y mutante 8 
sin plásmidos y complementada con los plásmldos pU058 (rh/ABRn, pRW58 (rh/Rl 
y pU094 (rh/AB bajo el promotor inducible tac) al cultivarse en medio PPGAS líquido. 



SocI 
H/i1dllI 

EcoRV 
SphI 
So/I 

Fig. 13 Plásmido pU094 movilizado a Ja cepa IBT8 para pruebas de 
complementación con operón rlz/AB (tomado de Ochsner U, t!1 al. 
1994b). 
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Scol r. Ori 
1600 

UCP20 
3.BKb rep) 

_,,,1, Orl 

Psrl Bg/I 

HpoI 

Bo/I 

Fig. 14 Plásmido pRW58 de aproximadamente 5.8 Kb que contiene un 
fragmento Pstl de 2 Kb que incluye al gen rhlR de P. aeruginosa en el 
plásmido pUCP20. 
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Kb 
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2.3 
2.0 

0.5 

1 2 3 

Fig. 15 Electroforesis en gel de agarosa del ADN de plásmidos 
digeridos con el enzima Pstl. Carril l: 1 Hindlll; 2: pU058; 3: pRW58 
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C) 

Fig. 16 Cultivos de P. aeruginosa en medio PPGAS a) IBT8, b) 
IBT8(pRW58) y e) 29-1. La cepa 29-1 f"orma un pigmento azul que no 
se f"orma en la mutante IBT8 ni en la mutante con el plásmido pRW58. 
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El gen afectado en IUT8 podría estar involucrado en la 
regulación de la disponibilidad ó síntesis de TDl•-ramnosa. 

Entre los factores que pueden afectar la capacidad de producir 
ramnolípidos en una bacteria se encuentran tanto de las enzimas ramnosil 
transferasas corno de la disponibilidad de los precursores TDP-ratnnosa y 
ti-hidroxidccanoil-t\-hidroxidccanoato. Como la mutante IBT8 no parece 
estar dada en los genes para la biosíntcsis ni regulación directa de In 
ramnosil transfcrasa 1 ~ se pensó entonces en una mutación que limitara la 
disponibilidad o síntesis del precursor TDP-ramnosa. De esta forrna la 
síntesis de otros co1npucstos que usaran este mismo precursor tan1bién 
estaría afectada. 

Los lipopolisacáridos (LPS) de membrana externa de P. aeru¡..:innsa 
contienen en su estructura a los antígenos común (banda A) y O (banda 
A+B). El antígeno común es conservado en P. aerugi11osa y está compuesto 
principalmente de D-ramnosa. El antígeno O es un determinante específico 
de scrotipo cuyo precursor para su síntesis al igual que para el antígeno 
común. es la TDP-ramnosa. En colaboración con la Dra. Joanna Goldbcrg 
de la Universidad de Harvard se determinó que la mutante IBT8 no forma 
el antígeno cotnún ni la banda B de cadena larga que forma la silvestre 29-
l (Tabla 4). En IBT8 se forma solamente la banda B corta y en menor 
cantidad. Experimentos de complementación de la cepa IBT8 con el 
plásmido pU058 que lleva los genes rhlABRI demostraron que este 
plásrnido restaura la síntesis de la banda B de cadena larga. Sin embargo. 
no complementa para el antígeno común del LPS de la cepa silvestre (Tabla 
4). 

Estas observaciones sugieren que la proteína RhlR podría estar involucrada 
no sólo en la regulación de los genes rh/AB. sino también en la regulación 
a un nivel anterior del metabolismo celular como podría ser la regulación 
de la disponibilidad ó síntesis del precursor TDP-ramnosa. 
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Tabla 4. Estructuru del lipopolisacárido de cepas de /'. aeru¡.:i110.w1. 
Antígenos específicos dc1crminudos usando anticuerpos monoclonales en 
experimentos tipo Western. 

Cepa 

29-1 

8 

8pU058 

Anlfgcno co1ntín 
Banda A 

+++ 

4 O' 

~~--------------·----- -------

.. Banda B 

++(largo) 

.+ (corto) 

++(largo) 



DISCUSION 

Este es el primer reporte de una mutante de P. aeru¡.:ino.\·a afectada en la 
producción de mono-ramnolípidos y que produce di-ramnolípidos. De 
hecho es el primer reporte de una cepa que sólo sintetice di-ramnolípidos. 
En la mutante IBT8 la pregunta que intriga es cómo puede sintetizarse un 
producto final en ausencia de su precursor. Surgen entonces tres hipótesis: 

Hipótesis 1) Según el modelo propuesto por Burger en 1963, el mono
ramnolípido en IBT8 se sintetiza a partir de la expresión del grupo de 
genes r/llABRI y fluye hacia la síntesis de di-ramnolípidos por la vía de la 
Rt2 (Fig. 8). Esta explicación implicaría algún mecanismo de degradación 
para los mono-ramnolípidos. La mutación en IBT8 estaría dada en un gen 
que participara en la regulación negativa de una enzima dcgradadora de 
mono-ramnolípidos. Para demostrar la existencia de una enzima 
degradadora de mono-ramnolípidos sería necesaria la rnedición de esta 
actividad cuantificando en el espcctrofotómetro la proporción de ramnosa 
libre antes y después de la acción de la enzima. 

Hipótesis 2) En IBT8 existe una vía metabólica alternativa para sintetizar 
di-ramnolípidos. Éstos no se sintetizan a partir de mono·ramnolfpidos sino 
a partir de moléculas de TDP-di-ramnosa y fl-hidroxidecanoil-fl
hidroxidecanoato. La reacción estaría catalizada por una di-ramnosil 
transferasa regulada negativamente en la cepa silvestre. La mutación en 
IBTS suprimiría esa regulación negativa resultando en la ex.presión de la 
di-ramnosil transfcrasa. Al mismo tiempo, la mutación en IBTS implicaría 
el silenciamicnto del cluster rh!ABR/ intacto. Para dcrnostrar la existencia 
de esta ruta alternativa de biosíntcsis de ramnolípidos sería necesaria la 
purificación y medición de actividad de la di-ramnosil transferasa en 
cuestión. a partir de precursores radiactivos. 

Hipótesis 3) Para poder plantear la tercera hipótesis es necesario 
conjuntar algunas evidencias que se describen a continuación: 

Evidencia I" 
Los datos en la última pane de esta tesis en cuanto a la complementación de 
la mutante IBT8 en la síntesis de la banda B de cadena larga por los genes 
rhlABR/. Estos datos llevan a proponer un papel regulatorio del gen rhlR 
no sólo para los genes rh/AB sino también para los genes biosintéticos de 
la TDP-L-ramnosa. 
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Evidcnci¡t 2: 
Para poder establecer un papel rcgulalorio de la proteína RhlR sohrc los 
genes biosintéticos de la TDP-L-ramnosa, se utilizó a la mutante 65El2 de 
/>. aeru¡.:inosu nfcctada en el gen rhlll .. que no produce· ran1nol ípidos. 
(Koch A. el al. 1991 ). En experimentos recientes Clarita Olvera midió la 
actividad enzimútica del producto del gen rfbB (TOP-glucosa 4.6 
deshidratasa; ver biosíntcsis de precursores) en la 65E12. Encontró que la 
actividad de esta deshidratasa se encuentra abatida en un 95o/o con respecto 
a la de la cepa silvestre PG201. Estos datos sugieren que en la cepa 65EI 2 
el producto del gen rh/R está también involucrado directa ó indirectamente 
en la disponibilidad de TDP-L-ramnosa. 

Evidencia 3: 
La actividad del producto del gen rfbB también se midió en la mutante 
IBT8. Aquí la actividad de esta deshidratasa se abate en un 40o/o con 
respecto a la de la cepa 29-1. Estos datos sugieren que la disponibilidad de 
TDP-L-ramnosa en IBT8 es cuatro veces mayor que en la 65E12 y que esa 
diferencia haga de alguna manera posible la síntesis de di-rarnnolípidos en 
IBT8. 

Se propone entonces que mientras la 65El2 tiene afectado el gen rltlR. 
IBT8 está afectada en un regulador anterior (gen rh/X) que regula 
positivamente al regulador rh/R (Fig. 17). En ambos casos la ramnosil 
transfcrasa 1 (Rt 1) no se está expresando. Sin embargo la ramnosi 1 
transferasa 2 (Rt2) para la síntesis de di-ramnolípidos se expresa y es 
funcional para las dos mutantes. La enzima Rt2 podría tener una actividad 
residual de Rt 1. Es decir .. podría tener una capacidad limitada para unir 
TDP-L-ramnosa a cadenas de ácido graso (además de su actividad 
establecida de añudir T[>P-L-rarnnosa a moléculas de mono-ran11101ípidos). 
De esta forn1a en la n1utante IBT8 se podrían utilizar las n1oléculas 
disponibles de TI::>P-L-ramnosa como substrato para sintetizar pequeñas 
cantidades de di-ramnolípidos (Fig. 17). En la mutante 65E12 sin embargo. 
se detiene por cornplcto la síntesis de ramnolípidos al estar casi totalmente 
abatida la síntesis de TDP-L-ramnosa. Si así fuera~ entonces se podría 
inducir la síntesis de pequeñas cantidades de di-ramnolípido en la 6SE 12 al 
proporcionarle una fuente de TDP-L-rarnnosa. 

Los genes rfhABCD para la síntesis de TDP-L-ramnosa podrían estar 
sujetos a una transcripción basal durante el crecimiento logarítmico. Al 
llegar a la fase estacionaria del crecimicnto 9 la proteína RhlR podría 
regular positivamente la transcripción de los genes rfb para aumentar la 
cantidad intracelular de TDP-L-ramnosa. La proteína RhlR forma entonces 
un complejo con el autoinductor para regular positivamente a los genes 
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r/JIABNI para la síntesis de n:unnoJípic.Jos. Para poder cstuc.Jini lu regulación 
que ejerce la proteína :-RhJR sobre_ Jos- gCncs -biOsintéticos de. Ita ·TDP-L
ra111nos:1 sería necesario prin1c.ro clonar, Jo's .-gc·ncs l:f/JABCD. en - P. 
<1<!r11~i110.\'U p_a:~ luego· Ver Sl:J cx.pr~~ión "en -~uscnci~ y ~rc::senci~• .dc RhlR. 
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Fig. 17 Diagrama que ilus\ra una hipótesis para explicar el fenolipo de 
la mutante IBTS. El producto del gen ril/X afectado en IBT8. regula 
positivamente al gen rl!IR. Durante la fase estacionaria del crecimiento 
la proteína RhlR participa tanto en la regulación de la síntesis de TDP
L-rarnnosa como en la de Ramnosil transfcrasa 1. 
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CONCLUSIONES 'V P1<:MSP1<;CTIVAS 

Aunque originaln1cnte este trabajo surgió anlc la inquietud de contrihufr a 
la solución de un problema de producción de tcnsoactivos medianle Ja 
manipulación genética de bacterias. Ja contribución en ese senrido es más 
directa en el trabajo doctoral de Urs Ochsner al describir Jos genes 
biosintéticos y un gen regulador que participa directamente en esta 
biosfntesis. Sin embargo. Ja inforrnación recabada en esta tesis sugiere que 
en la regulación de Ja biosíntcsis de ramnolípidos en J'. aer11¡.:i110.w1 
participan genes aún sin describir. como Jos contenidos en el plásmido 
pNH2J98 que complementn a la cepa IBT8 de P.·aer11¡:i11nsa 1an10 para la 
biosfntcsis de ramnolípidos como para la síntesis de piocianina y para una 
proteasa que hidroliza caseína (G. Soberón. Fig. 18). 

Para una producción industrial de metabolitos microbianos es necesario 
conocer los mecanismos de regulación de los microorganismos usados. El 
estudio de la regulación de la producción de ramnolfpidos es entonces 
importante para lograr su sobreproducción. Para poder establecer la 
panicipación del gen afectado en la mulantc JBT8 en esla regulación es 
necesaria una caracterización completa de la mutante IBT8 y del plásmido 
pNH2J98 que la complementa. Esta información permitiría además 
establecer si la regulación de la biosínlcsis de ramnolfpidos está 
sobrelapada con Ja regulación de Ja sfntcsis de otros metabolitos 
secundarios como son Jos factores de virulencia. Actualmente. Rafael Díaz 
en su proyecto de maestría. trabaja con la supuesta región rcgulatoria 
contenida en el plásmido pNH2198 para tratar de establecer pasos en 
común entre la regulación de Ja biosfntesis de ramnolfpidos y Ja de Ja 
sfntesis de factores de virulencia como el alginnto. Estos estudios serfan 
también de interés clínico. 

Para tratar de resolver Ja pregunta de cómo puede sintetizarse un 
producto final (di-ramnolípidos) en ausencia de su precursor (mono
ramnolfpidos) se propusieron tres hipótesis con experimentos para 
demostrarlas. Sin embargo. al considerar las dos primeras hipótesis de que 
exista una· enzima degradadora de mono-ramnolípidos ó una ruta 
alternativa de biosfntesis de di-ramnolípidos podrfa parecer 
energeticamente poco favorable dado que se trata de metabolitos 
secundarios en donde no se justificaría la síntesis de dos enzimas que no 
sean esenciales para el metabolismo celular. 

Las perspectivas que puede ofrecer el presente trabajo dadas Jas evidencias 
mencionadas. irían más bien en el sentido de estudiar Ja tercera hipótesis y 
sus implicaciones tanto para regulación sincronizada 6 secuencial de otros 
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a) b) 

e) 

Fig. 18 Cepas de .P. aeruginosa cultivadas en medio Luria suplementado 
con Jcchc descremada al 2% donde se observa la fonnación de halos 
producto de una proteasa que hidroliza caseína. a) cepa silvestre 29-1 b) 
mutante, IBTS y c) IBT8pNH2198. La producción de la proteasa 
afectada en la,mutante IBTS se complementa en presencia del plásmido 
pNH2198: 
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n1ctabolitos secundarios 6 fuctorcs de virulencia .. con10 para esclarecer lu 
participación de la proteína· Rhl R en la síntesis de '"rl~P-1.....-rarnnosa. 
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