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1 RESUMEN

Los ramnolipidos son glicolipidos, formados por una o dos moléculas de ramnosa unidas a una o
dos moléculas de acidos B-hidroxidecanoicos. Por su estructura anfipética los ramnolipidos son
considerados como agentes activos de superficie. Estas moléculas tienen propiedades similares a
los surfactantes obtenidos quimicamente es decir, reducen la tensién superficial e interfacial
tanto de soluciones acuosas como de mezclas de hidrocarburos. Ademas tienen numerosas
ventajas sobre los surfactantes quimicos por ejemplo, son menos toxicos y mas biodegradables.
La produccion de ramnolipidos es una caracteristica Unica de Pseudomonas aeruginosa; en
cultivos liquidos con glucosa como fuente de carbono produce principalmente mono vy
diramnolipidos. Su biosintesis se lleva a cabo en dos reacciones secuenciales catalizadas por las
enzimas ramnosiltransferasa 1 (Rtl) y ramnosiltransferasa 2 (Rt2) respectivamente, utilizando
desoxi-timidina-difosfo-L-ramnosa (dTDP-L-ramnosa) como donador del grupo ramnosil y el
acido B-hidroxidecanoico o monoramnolipidos como receptor. Sin embargo, una desventaja es
que P. aeruginosa es patdgeno oportunista de humanos, ademés presenta una regulacion
compleja relacionada con la sintesis de este biosurfactante, por lo que la produccién industrial de
ramnolipidos es dificil. Toda esta problematica ha orientado a la investigacién hacia fuentes
alternativas de produccién encaminadas a superar estas condiciones. Por esta razon en nuestro
laboratorio estamos interesados en transferir la capacidad de producir ramnolipidos a bacterias
inocuas.

En el presente trabajo se estudié la produccién de monoramnolipidos en Escherichia coli
mediante la coexpresion de los genes rhlAB y rmIBDAC de P. aeruginosa. Los genes rhlAB
codifican para la enzima Rtl, los genes rmIBDAC codifican las enzimas necesarias para la
sintesis de dTDP-L-ramnosa. Estos ultimos genes se identificaron y se aislaron a partir de un
banco de césmidos de P. aeruginosa PAO1 por hibridacion en colonia. El césmido aislado se
denominé pNCV460 éste se transformé a E. coli HB101 y se determind la actividad de la enzima
RmlIB, ésta fue mayor en un 60% con respecto a E. coli HB101. Los genes rmIBDAC se
expresaron bajo su propio promotor en E. coli HB101. Se obtuvieron varias cepas de E. coli
(HB101, RR1, W3110) transformadas con plasmidos que llevan los genes rhiAB y rmIBDAC y
algunas veces con los genes rhliAB integrados en el cromosoma de E. coli. En matraz, se
encontré que todas las cepas producen monoramnolipidos en tres medios de cultivo diferentes;

Luria Bertani (LB), Medio mineral (M9) con glucosa como fuente de carbono y PPGAS, el cual



es bajo en fosfatos y tiene glucosa como fuente de carbono (este medio esta disefiado para la
produccién de ramnolipidos de P. aeruginosa). Ademas en algunas situaciones el medio mineral
(M9) se suplementdé con acidos grasos de cadena larga como fuente de carbono unica o con
glucosa. Los resultados obtenidos nos sugieren que es posible la produccién de
monoramnolipidos en cepas de E. coli, cuando se incrementd la concentracion de dTDP-L-
ramnosa. Respecto a los B-hidroxiacidos, la enzima Rtl ademas de usar acidos grasos libres
como ya se ha reportado, también puede utilizar 4cidos grasos unidos a la proteina acarreadora
de grupos acilo (ACP) si consideramos que son drenados de la via general de biosintesis de los
acidos grasos cuando la cepa crece en medio mineral (M9) con glucosa como fuente de carbono
y por ultimo unidos a coenzima A (CoA) cuando la cepa crece en medio mineral (M9) con
acidos grasos de cadena larga como fuente de carbono, en este caso los sustratos son drenados de

la degradacion de acidos grasos.



2 INTRODUCCION

2.1 Pseudomonas aeruginosa.

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria gram negativa perteneciente a la rama y de las
proteobacterias, misma a la que pertenecen las enterobacterias (Pace, 1997; Woese, 1987).
Dentro del género Pseudomonas se encuentran algunas otras especies como P. fluorescens, P.
putida, P. syringae y P. alcaligenes. P. aeruginosa se encuentra ampliamente distribuida en la
naturaleza ya que crece en el suelo, pantanos y hébitats marinos, asi como en plantas y tejidos
animales. Ademads esta bacteria se adhiere a superficies himedas, formando una especie de
agregados de colonias llamado biopelicula “biofilms” (Stover, et al., 2000). También se
encuentra en centros hospitalarios, lo cual representa un problema importante de salud para una
poblacién numerosa de enfermos especialmente, pacientes con cancer, quemados, transplantados
y con diabetes mellitus. En este grupo de pacientes, P. aeruginosa es responsable de infecciones
tales como neumonia y septicemia (Fergie, ef al., 1994; Bergen y Shelhamer, 1996). Una vez que
la infeccion se establece en estos pacientes, P. aeruginosa produce una serie de compuestos
toxicos extracelulares (exotoxina A y S, fosfolipasas C, ramnolipidos y proteasas como elastasa
LasB y elastasa LasA) que causan dafio tisular extenso, invasién en el torrente sanguineo y
diseminacion. Otro grupo poblacional altamente susceptible a infecciones crénicas por P.
aeruginosa esta formado por enfermos de fibrosis quistica (George, 1987; Govan y Deretic,
1996; Pier, 1985). P. aeruginosa coloniza muy eficientemente el tracto respiratorio de estos
pacientes, y a medida que progresa la infeccion se seleccionan derivados mucoides de la bacteria
que producen grandes cantidades del exopolisacarido alginato. Como se observa P. aeruginosa
es un patégeno oportunista dificil, ya que esta bacteria presenta una resistencia natural muy alta a
distintos antibidticos y a desinfectantes (Van Delden e Iglewski, 1998; Stover, et al., 2000). A
pesar de esto algunas cepas de P. aeruginosa son importantes desde el punto de vista
biotecnoldgico, sobre todo en el 4rea ambiental debido a que son capaces de degradar
compuestos hidrocarbonados tanto alifaticos como arométicos (Maier y Soberon-Chéavez, 2000).
Actualmente se conoce la secuencia completa del genoma de P. aeruginosa PAO1 (6.3 Mbp), el
tamafio de su genoma es relativamente grande con respecto al de otras bacterias ya secuenciadas
(Stover, et al., 2000).



2.2 Biosurfactantes, su origen microbiano y su funcion fisiologica.
Los surfactantes son moléculas anfipaticas tienen un extremo hidrofilico y otro hidrofébico. Su

estructura les permite que se orienten en la interface de fluidos con diferentes grados de
polaridad tales como hidrocarburos/agua o aire/agua lo que permite reducir la tension superficial
e interfacial de estas mezclas y la formacién de emulsiones donde los hidrocarburos pueden
solubilizarse en agua o el agua puede solubilizarse en hidrocarburos. Estas caracteristicas les
confieren propiedades de detergentes, emulsificantes, formadores de espuma y dispersantes lo
cual hace a los surfactantes productos quimicos con aplicaciones versatiles. Los hay de origen
quimico y bioldgico, actualmente la mayoria de los surfactantes son derivados del petréleo. Sin
embargo, el interés en los surfactantes de origen bioldgico mejor conocidos como biosurfactantes
se ha incrementado debido a su diversidad, la posibilidad de su produccion a través de la
fermentacion y su aplicacion potencial en la proteccion del medio ambiente. La recuperacion de
petréleo crudo, cuidado de la salud y procesamiento industrial de alimentos son otras
aplicaciones de los biosurfactantes. Ademas, éstos tienen numerosas ventajas sobre los
surfactantes quimicos por ejemplo, son menos toxicos y mas biodegradables; presentan mayor
compatibilidad con el medio ambiente y mayor capacidad espumante asi como alta selectividad y
actividad especifica a temperaturas extremas, pH y salinidad y tienen la ventaja de ser
sintetizados a partir de fuentes renovables (Desai y Banat, 1997).

Los biosurfactantes se clasifican principalmente de acuerdo a su composicion quimica y
origen microbiano. Su extremo hidrofilico, esta formado de aminoacidos o péptidos que pueden
ser anidnicos o catidnicos; mono, di, o polisacdridos; y el extremo hidrofébico, estd formada de
acidos grasos saturados o insaturados (hidroxi). En la tabla 2.1 se presentan las principales clases
de biosurfactantes. Entre los biosurfactantes mas conocidos estén los glicolipidos de los cuales,

los ramnolipidos son los mejor conocidos.



Tabla 2.1 Surfactantes de origen biol6gico (Desai y Banat 1997).

Biosurfactante

Organismo

Glicolipidos

Ramnolipidos

Pseudomonas aeruginosa

Trehalolipidos

Rhodococcus erythropolis

Nocardia erythropolis

Mycobacterium sp.

Soforolipidos

Torulopsis bombicola

Torulopsis apicola

Torulopsis petrophilum

Celobiolipidos

Ustilago zeae, Ustilago maydis

Lipopéptidos y Lipoproteinas

Péptido-lipido

Bacillus licheniformis

Serrawetina Serratia marcescens
Viscosina Pseudomonas fluorescens
Surfactina Bacillus subtilis
Gramicidina Bacillus brevis
Polimixinas Bacillus polymyxa

Acidos grasos, Lipidos neutros y Fosfolipidos

Acidos grasos

Corinebacterium lepus

Lipidos neutros

Nocardia erythropolis

Fosfolipidos

Thiobacillus thiooxidans

Surfactantes polimeros

Emulsan Acinetobacter calcoaceticus
Biodispersan Acinetobacter calcoaceticus
Manan-lipido-proteina Candida tropicalis
Liposan Candida lipolytica

Carbohidrato-proteina-lipido

Pseudomonas fluorescens

Debaryomyces polymorphus

Proteina PA

Pseudomonas aeruginosa

Los biosurfactantes se dividen en moléculas de bajo peso molecular (glicolipidos y
lipopéptidos), los cuales disminuyen la tensién superficial e interfacial y en moléculas de alto
peso molecular (polisacaridos, proteinas, lipopolisacaridos, lipoproteinas o mezclas complejas de
estos biopolimeros), éstos son més practicos en la estabilizacion de emulsiones aceite en agua.
Dada la diversidad de los biosurfactantes, es muy dificil generalizar sobre su papel natural
(Rosenberg y Ron, 1999). Sin embargo, su funcién principal es permitir a los microorganismos
crecer en sustratos inmiscibles en agua a través de la reduccion de la tension superficial, de esta

forma los sustratos son mas disponibles para su consumo y metabolismo (Fiechter, 1992).



A través de la secrecion de biosurfactantes al medio de crecimiento, los microorganismos
que cuentan con sustratos no polares como tnica fuente de carbono, aseguran el suministro de
fuente de carbono para mantenerse y crecer. Esta hipotesis estd basada en el hecho de que
algunos microorganismos que utilizan hidrocarburos producen cantidades reducidas de
biosurfactantes cuando crecen en sustratos solubles en agua. Se ha comprobado que el
crecimiento de P. aeruginosa en n-alcanos podria ser acelerado al agregar pequefias cantidades
de ramnolipido al medio de crecimiento (Sung-Chyr, 1996).

Existe evidencia que varios biosurfactantes estan involucrados en la adherencia celular la
cual brinda gran estabilidad bajo condiciones ambientales hostiles y de virulencia, en desorcion
celular para encontrar nuevos habitats para sobrevivir, en efectos antagonistas hacia otras
bacterias en el ambiente (Desai y Banat, 1997). Los fosfolipidos anidnicos tienen un papel critico
en la insercién de proteinas a membrana como toxinas (Leenhouts, er al., 1995). Se ha
demostrado que varios biosurfactantes, principalmente lipopéptidos y glicolipidos tienen
actividad de biocidas. Esta actividad tiene una conexion directa con sus propiedades anfipaticas.
La mayoria de los biosurfactantes antibiéticos como ramnolipidos producidos por P. aeruginosa
y surfactina producida por B. subtilis funcionan como antibiéticos solubilizando los componentes
principales de membranas celulares. Estos antibiéticos liberados en el medio de cultivo logran
que los microorganismos tengan una mejor oportunidad de sobrevivencia en un ambiente
alterado (Sung-Chyr, 1996). Otras funciones asociadas a los ramnolipidos son su participacion en
el deslizamiento en superficies semisélidas “swarming” probablemente con el objetivo de
emigrar hacia ambientes con suficientes nutrientes y asi colonizar su ambiente natural (K6hler, et
al., 2000). Por otro lado los ramnolipidos junto con la fosfolipasa C de P. aeruginosa en forma
sinérgica actuan en la ruptura de lipidos y lecitina. Ambos contribuyen a la invasion del tejido y
su necrosis por sus efectos citotoxicos. Dada la estructura de los ramnolipidos, se cree que éstos
solubilizan los surfactantes de los pulmones, haciéndolos mas accesibles a su rompimiento por la
accion de la fosfolipasa C. La pérdida de estos surfactantes origina atelectasia asociada con

infecciones cronicas en los pulmones y una eventual insuficiencia pulmonar. Los ramnolipidos



también inhiben el transporte mucociliar y funcion ciliar en el epitelio respiratorio en humanos
(Van Delden e Iglewski, 1998). Un nuevo papel propuesto de los ramnolipidos es su
participacion en el mantenimiento de los canales abiertos formados en “biofilms” (Davey, ef al.,

2003).

2.3 Produccion de biosurfactantes.

Las especies microbianas son importantes en la determinacion de la estructura y rendimiento de
los biosurfactantes. Sin embargo, existen otros factores que afectan la produccion de
biosurfactantes como son fuentes de carbono, limitaciones nutricionales y parametros fisicos y
quimicos como pH, temperatura y aereacion. La fuente de nitr6geno y su concentracion asi como
la relacién C:N son factores que afectan de manera importante la sintesis de biosurfactantes. El
hierro, magnesio, calcio, fosfatos y concentracion de sales de potasio también afecta la sintesis
de biosurfactantes (Fiechter, 1992).

En la figura 2.1 se muestran los siguientes patrones de produccion de biosurfactantes a
través de la fermentacion; 1) produccion asociada al crecimiento, 2) produccion bajo condiciones
limitantes de crecimiento, 3) produccién por células en reposo o inmovilizadas y 4) produccion
con suplementacidn de precursores (Desai y Banat, 1997).

En la produccion de biosurfactantes asociados al crecimiento, existe una relacion paralela
entre la utilizacion del sustrato, el crecimiento y la produccion del biosurfactante (figura 2.1A).
Aqui la fuente de carbono juega un rol importante para la produccion del biosurfactante. La
produccion bajo condiciones limitantes de crecimiento se caracteriza por un incremento en el
nivel de biosurfactante como resultado de la limitacién de uno o mas componentes del medio
(figura 2.1B). A partir de este sistema de fermentacion se logré6 una sobreproducciéon de
ramnolipidos por P. aeruginosa solamente durante la fase estacionaria de crecimiento debido a la
limitacién de nitrégeno, la limitacién de cationes multivalentes como Fe'™, Mg~ o Ca"™

incrementaron la producciéon de ramnolipidos por Pseudomonas sp. (Kosaric, 1993). La



produccién por células en reposo o inmovilizadas es un tipo de produccion de biosurfactantes en
el cual no hay multiplicacion celular. Aqui, las células utilizan la fuente de carbono para la
sintesis de biosurfactantes, como se ilustra en la figura 2.1C. La produccion de ramnolipidos por
Pseudomonas sp. y Pseudomonas CFTR-6, soforolipidos por T. bombicola y lipidos de celobiosa
por U. maydis, son ejemplos de este tipo de produccion. Se logré un incremento significativo en
la produccién de biosurfactantes con la adicién de sus precursores al medio de cultivo tanto
lipofilicos como carbohidratos, los cuales tienen efecto en el tipo de glicolipido formado (Desai

y Banat, 1997).
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Figura 2.1 Tipos de cinéticas de fermentaci6n para la produccién de biosurfactantes. A) Produccién asociada al
crecimiento, B) Produccién bajo condiciones limitadas de crecimiento y C) Produccién de biosurfactantes por
células en reposo o inmobilizadas.

Para la sobreproducciéon de ramnolipidos por P. aeruginosa, se han utilizado varias
fuentes de carbono como glicerol, glucosa, etanol, manitol, n-alcanos y aceite de oliva. Algunas
fuentes de nitr6geno adecuadas son amonio e iones nitrato. Una precondicion esencial para la

sobreproduccion de los ramnolipidos es la limitacién de uno o mas componentes del medio de



cultivo y un exceso de la fuente de carbono (Kosaric, 1993). Estas condiciones se mantienen a

través de los siguientes métodos de produccion: a) cultivos por lote o cultivos por lote

alimentado bajo condiciones limitantes de crecimiento, b) cultivos por lote con células en reposo,

¢) produccién semicontinua con células inmovilizadas y d) cultivos continuos y produccion con

células libres, la tabla 2.2 resume algunos de estos cultivos en matraces y birreactores (Lang-

Wullbrandt, 1999).

Tabla 2.2 produccién microbiana de ramnolipidos (RL) por Pseudomonas sp. Condiciones generales: cultivos en

matraces o en birreactores, medios minerales o complejos, 28-37 °C; pH 6.0-7.5. ND no determinado.

Cepa Fuente de RL Yo X (g/) You t Pv Referencia
carbono (g/1) @n (g/e) (g/g) (h) (g/1h)
P.aeruginosa Glicerol 2.5 0.083 ND ND 96 0.026 Jarvis y Johnson 1949
(30)
P.aeruginosa Glicerol 2.0 0.067 ND ND 120 0.016 Hauser y Karnovsky
(30) 1954
P.aeruginosa n-parafina (90) 8.5 0.094 ND ND 144 0.059 Itoh, et al., 1971,
KY 4025 Suzuki e Itoh, 1972.
P.sp n-parafina (50) 14.0 0.280 ND ND 120 0.117 Yamaguchi, er al.,
1976
P. sp MUB n-C14/15 29 0.145 34 0.85 48 0.060 Wagner, ef al., 1983
(20)
P.sp n-C14/15 12.8 0.160 21.0 0.61 180 0.071 Syldatk, et al., 1985a
DSM 2874 (80)
P.aeruginosa aceite de maiz 46.0 0.613 12.0 3.83 192 0.240 Linhardt, et al., 1989,
UI 29791 (75) Daniels, et al.,
1988
P.aeruginosa aceite de olivo 7.65 0.382 6.0 1.28 72 0.106 Robert, et al., 1989
44T1 (20)
P.aeruginosa aceite de olivo 9.0 0.450 ND ND 120 0.075 Parra, et al., 1990
44T1 (20)
P.aeruginosa aceite de olivo 10.0 0.500 42 2.38 110 0.091 Manresa, et al., 1991
44T1 (20)
P. sp. JAMM aceite de olivo 1.40 0.058 ND ND 150 0.009 Mercadé y Manresa,
(24) 1994
P.aeruginosa DSM | aceite de soya 78.0 0.624 ND ND 167 0.467 Lang S., y Wullbrandt
7108 (125) D., 1999
P.aeruginosa DSM | aceite de soya 112 0.687 ND ND 264 0.424 Giani, et al., 1997
7107 (163)
P.aeruginosa suero de la 1.78 0.089 1.6 1.11 44 0.040 Babu, et al., 1996
BS2 leche (20)
P.aeruginosa sacarosa (20) 1.85 0.093 1.5 1.23 44 0.042 Babu, et al., 1996
BS2
P.aeruginosa glicerol (30) 5.8 0.193 28 2.07 150 0.038 Arino, et al., 1996
GL1
P. sp. BOP100 etanol (30) 3.0 0.100 1.0 3.00 120 0.025 Osman, ef al., 1996
P.aeruginosa etanol (35) 32.0 0.582 34 9.41 168 0.190 Matsufuji, et al., 1997
IFO 3924
P.aeruginosa aceite de canola 243 0.405 ND ND 216 0.113 Sim, et al.,1997
UW-1 (60)
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2.4 Estructuras moleculares de los ramnolipidos.
Los ramnolipidos estan formados por una o dos moléculas de ramnosa unidas a una o dos

moléculas de acidos B-hidroxialcanoicos de longitud variable en su cadena. Combinaciones de

estos grupos generan mezclas complejas de ramnolipidos.

Bergstrém y colaboradores (1946) los encontraron por vez primera. Sin embargo, la
relacion molar de ambos componentes fue elucidada por Jarvis y Johnson (1949), quienes
demostraron una union glicosidica entre las dos moléculas de acido graso B-hidroxidecanoil-B-
hidroxidecanoato con dos moléculas de ramnosa en cultivos de P. aeruginosa con glicerol como
fuente de carbono. A esta estructura molecular se le conoce como diramnolipido, R2 6 Rha-Rha-
Ci0-Cio (figura 2.2). El ramnolipido L-ramnosil-B-hidroxidecanoil-B-hidroxidecanoato
(monoramnolipido, R1 o Rha-C;¢-Cjy), se aislé de cultivos de P. aeruginosa KY4025 con n-
alcanos (mezclas de fracciones Cjy, Cj3 y Cy4) como fuente de carbono (figura 2.2), (Itoh, et al.,
1971). Los ramnolipidos R3 y R4 se identificaron a partir de cultivos con células en reposo de
Pseudomonas sp. DSM 2874, (Syldatk, et al., 1985a, b) éstos son diferentes a R1 y R2 porque
tienen una molécula de acido B-hidroxidecanoato (figura 2.2). Ademas, Déziel y colaboradores
(1999) identificaron y cuantificaron 28 tipos de ramnolipidos semejantes producidos por la cepa
de P. aeruginosa 57TRP con mannitol o naftaleno como fuentes de carbono (Déziel, et al., 1999).
Algunos de estos ramnolipidos ya han sido identificados por otros autores (Rendell, ef al., 1990;
Manso Pajarron, et al., 1993; Koster, et al., 1994; Arino, et al., 1996; Déziel, et al., 1996; Bosch,
et al., 1989). Sin embargo, los tipos de ramnolipidos que se producen mas abundantemente en

cultivos liquidos con glucosa como fuente de carbono son los mono y diramnolipidos (R1, R2).
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Figura 2.2. Estructuras de los ramnolipidos R1, R2, R3 y R4 de P. aeruginosa (tomado de: Edwards y Hayashi,
1965; Itoh, et al., 1971; Syldatk, et al.,1985 a, b).

2.5 Propiedades fisicoquimicas de los ramnolipidos.

Desde que son excretados al medio ambiente extracelular los ramnolipidos, reducen la tensién
superficial de los cultivos. Los ramnolipidos reducen la tensién superficial del agua de 72mN m’
a valores por debajo de 30 mN m™ y la tensién interfacial de sistemas agua-aceite de 43 mN m™
a valores por debajo de 1 mNm™. Cuando un surfactante es adicionado a sistemas aire-agua o
aceite-agua, a medida que se incrementa la concentracion se observa una reduccion en la tension
superficial hasta alcanzar un valor critico; arriba de este valor las moléculas anfifilicas asociadas
tienden facilmente a formar estructuras supramoleculares como micelas, bicapas y vesiculas.
Este valor es conocido como concentracion micelar critica (CMC). La CMC depende de la
solubilidad de un surfactante en una solucién acuosa y se usa para determinar su eficiencia. Los
ramnolipidos son emulsionantes ya que contribuyen a la estabilizacién de emulsiones aceite en
agua. En estudios recientes se demostr6 que emulsiones de n-alcanos (C¢-C;s), alquenos (Cjs-

Ci6), compuestos aromaticos (tolueno, 2 metilnaftaleno, etc.), aceite crudo, queroseno, aceite de
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cacahuate y aceite de oliva en sistemas acuosos pueden ser estabilizados por ramnolipidos, la
pérdida de su estabilidad fué solamente de 5%-25% después de 24 horas, dependiendo del

sustrato hidrofoébico (Lang-willbrandt, 1999).

2.6 Aplicacion potencial de los ramnolipidos.

Los ramnolipidos son biosurfactantes con una gran variedad de aplicaciones potenciales tanto en

biorremediacién como en la industria. Los accidentes de descarga de hidrocarburos en los mares
y en las zonas costeras son un problema mundial. Los ramnolipidos se han utilizado en el sitio
del accidente y a nivel de laboratorio. Estos estudios mostraron un efecto positivo en medidas
preventivas y en tratamientos posteriores. Sin embargo, pruebas de toxicidad de ramnolipidos
dieron valores menores de ICsy con respecto a otros glicolipidos microbianos sobre algunos
organismos marinos. Por otro lado, son mas biocompatibles que los surfactantes quimicos
convencionales. La contaminacion en suelos es extensa, va desde desechos industriales,
hidrocarburos aromadticos, aceites crudos, productos de refineria, pesticidas hasta metales
pesados. Pruebas de ramnolipidos para su uso en la remediacion de suelos mostraron efectos
positivos en la remocion de aceite en arena, pero no pueden asistir la degradacion de éste por
microorganismos en sistemas reales. Respecto a la descontaminaciéon de areas con metales
pesados, los ramnolipidos forman complejos con iones de Pb*, Zn®* vy Cd*. La méxima
capacidad de unién en una relacién molar fue de 0.2 Cd2+x’ramnolipido.

Se han realizado varios estudios de actividad biolégica de los ramnolipidos. Por ejemplo;
los ramnolipidos 1 y 2 restringen el crecimiento de B. subtilis a concentraciones de 10-35 ugml—]
(ICsp), respecto al cuidado de las plantas y sus plagas, se han usado los ramnolipidos para
mejorar la humedad de la superficie de sus hojas, probablemente por una separacion de la capa
cerosa hidrofébica, estos glicolipidos también muestran efectos antifitovirales para las
combinaciones virus/huésped del virus del mosaico de tabaco/Nicotiana glutinosa y virus X de

papa/Nicotiana tabacum. Monoramnolipidos y diramnolipidos purificados mostraron actividad
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zoosporica en especies de fitopatogenos: Pythium aphanidermatum, Phytophtora capsici y
Plasmopara lactucaeradicis. A concentraciones de 5-30 ug ml”, ambos ramnolipidos detuvieron
la motilidad y lisaron toda la poblacién zodspora en un minuto. Esto sucede probablemente por
una intercalacién de los glicolipidos en la membrana plasmatica con su subsecuente destruccion

(Lang-willbrant, 1999).

2.7 Precursores de los ramnolipidos.
Los sustratos precursores para la sintesis de ramnolipidos; la dTDP-L-ramnosa y el acido 8-

hidroxidecanoico provienen del metabolismo central de carbono y de la via general de sintesis de
acidos grasos.

La L-ramnosa y la L-fucosa son los miembros més representativos del grupo de las
desoxihexosas y forman parte de polisacéridos, lipopolisacéridos, glicoproteinas y oligosacéaridos
en bacterias, plantas y animales (Glaser, 1963). La L-ramnosa es de interés particular porque se
encuentra como componente en la membrana externa de muchos microorganismos patégenos. En
P. aeruginosa, la dTDP-L-ramnosa es donador del grupo ramnosil para la sintesis de los
ramnolipidos y también es precursor de la L-ramnosa en la sintesis de lipopolisacaridos (LPS),
(figura 2.3). El lipopolisacarido de P. aeruginosa es tipico de bacterias gram negativas, esta
formado por el lipido A, una region interna “core” y por unidades de antigeno O. P. aeruginosa
produce simultdneamente dos formas diferentes de lipopolisacaridos denominados banda A y
banda B (Rivera, et al.,, 1988; Lam, ef al., 1989). El antigeno comun o banda A se compone de
un homopolimero de D-ramnosa (Arsenaul, ef al.,, 1991). La ramnosa en el antigeno comun tiene
configuraciéon D mientras que la ramnosa que se encuentra en el antigeno O del lipopolisacarido,
también denominado banda B para ciertos serotipos de P. aeruginosa asi como en otras

bacterias gram negativas, tiene configuracion L (Rochetta, et al., 1999).

La dTDP-L-ramnosa se sintetiza a partir de o-D-glucosa-1-fosfato mediante una serie de
reacciones. En Xanthomonas campestris, que son bacterias gram negativas de la familia
Pseudomonadaceae al igual que P. aeruginosa y en otras bacterias gram negativas (Salmonella
typhimurium y E. coli) las enzimas que catalizan las reacciones a dTDP-L-ramnosa son

codificadas por los genes organizados en el operon rfbABCD. Varios autores han reportado la



14

caracterizacion molecular de estos genes (Jiang, et al., 1991; Marumo, et al., 1992; Koplin, ef al.,
1993; Zhang, et al., 1993; Klena y Schnaitman, 1993; Clarke, ef al., 1992; Macpherson, ef al.,
1995, Marolda, et al., 1995). En P. aeruginosa se requiere de cuatro enzimas RmlA, RmilB,
RmIC y RmID (figura 2.3) para la sintesis de dTDP-L-Ramnosa a partir de o-D-glucosa-1-
fosfato y desoxitimidinatrifosfato (dTTP). Estas enzimas presentan alto porcentaje de identidad
con los genes rfbABCD. La reaccién de sintesis inicia con la glucosa-1-fosfato timidiltransferasa
(proteina codificada por el gen rmiA) que une un dTTP a la molécula de a-D-glucosa-1-fosfato
liberando un pirofosfato y formando la dTDP-D-glucosa. Posteriormente, la dTDP-D-glucosa se
deshidrata por la dTDP-D-glucosa 4,6-deshidratasa (proteina codificada por el gen rmlB) para
formar el compuesto de dTDP-6-desoxi-D-xilo-4-hexulosa, la cual es epimerizada en el carbon
tres y cinco por la dTDP-6-desoxi-D-xilo-4-hexulosa 3,5-epimerasa (proteina codificada por el
gen rmlC). El paso final es la reduccion acoplada con NADPH para formar la dTDP-L-ramnosa
catalizada por la dTDP-6-desoxi-L-lixo-4-hexulosa-4-reductasa (proteina codificada por el gen
rmlD ), (Glaser y Kornfeld, 1961; Allard, ef al., 2000). En P. aeruginosa como en otras especies
bacterianas estos genes estan organizados en un operon, el cual se denomina rm/BDAC (Olvera,
2000; Rahim, et al., 2000).
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Figura 2.3 Via general de biosintesis del precursor dTDP-L-ramnosa, GDP-D-ramnosa, GDP-manosa y GDP-4cido
manurdnico, y su relacién en la produccién de alginato, lipopolisacéaridos (LPS) y sintesis de ramnolipidos (tomado
de Olvera, et al., 1999).

La produccién de alginato y lipopolisacaridos son factores de virulencia importantes en
P. aeruginosa. El alginato es un exopolisacarido producido por P. aeruginosa durante
infecciones en los pulmones de los pacientes con fibrosis quistica (Govan y Deretic, 1996; Pier,
1985). La genética molecular de la biosintesis del alginato ha sido ampliamente estudiada (May
y Chakrabarty, 1994). La ruta biosintética del alginato se lleva a cabo a partir de la fructosa-6-
fosfato a GDP-manosa, con manosa-6-fosfato y manosa-1-fosfato como intermediarios (figura
2.3). La enzima clave en esta via es la GDP-manosa deshidrogenasa (codificada por el gen
algD), la cual convierte la GDP-manosa a GDP-acido manurénico, precursor directo en la
sintesis de alginato. La GDP-mannosa ademas de ser precursor en la sintesis de alginato también
es precursor de la GDP-D-ramnosa, éste es monoémero del antigeno comun o banda A (figura
2.3). La enzima WbpW es homologa a la enzima AIgA (enzima bifuncional fosfomanosa
isomerasa-GDP-manosa pirofosforilasa) y estd involucrada en la sintesis del antigeno comun o
banda A (Rochetta, ef al., 1998). Asi la biosintesis de ramnosa tiene pasos en comun con la via

de sintesis de al menos dos polisacaridos (figura 2.3). El gen algC codifica la enzima



16

fosfomanomutasa que cataliza la conversiéon de manosa-6-fosfato a manosa-1-fosfato. Esta
enzima también tiene actividad fosfoglucomutasa y estd involucrada en la sintesis de
lipopolisacaridos (Coyne, ef al., 1994), ya que participa en la biosintesis de glucosa y ramnosa,
necesarias en la formacion de la region interna “core”. En nuestro laboratorio, Clarita Olvera
Carranza demostr6 que la actividad de AlgC es esencial en la produccién de ramnolipidos
gracias a su actividad de fosfoglucomutasa (figura 2.3), por generar glucosa-1-fosfato, precursor
de dTDP-glucosa y finalmente de dTDP-L-ramnosa (Olvera, et al., 1999). Asi, en P. aeruginosa
la proteina AlgC tiene un papel fundamental en la producciéon de alginato, ramnolipidos y
lipopolisécaridos, tres caracteristicas asociadas a su virulencia, aunque la produccién de cada uno
de estos compuestos estd asociada a una regulacion completamente diferente desde el punto de
vista genético y ambiental.

Por otro lado, los 4&cidos polihidroxialcanoicos (PHAs) son macromoléculas
estructuralmente lineales sintetizadas por muchas bacterias gram negativas. Estos compuestos
son acumulados intracelularmente a niveles tan altos que alcanzan el 90% de su peso celular
seco. Algunos PHAs de origen bacteriano muestran propiedades similares a algunos plasticos
comunes como el polipropileno sélo que éstos tienen la propiedad de ser biodegradables. La
composiciéon de los monémeros de los PHAs depende de la especificidad de la enzima PHA
sintasa (enzima que cataliza la unioén entre los mondémeros) hacia los sustratos, las fuentes de
carbono disponibles en los medios de cultivo, y las rutas metabdlicas involucradas en la
produccién de PHAs (Rehm y Steinbiichel, 1999). Los tioésteres (R)-B-hidroxiacil coenzima A
(BHA-CoA), son sustratos para la enzima PHA sintasa, éstos son alimentados de varias vias
metabolicas tales como la degradacion y biosintesis de los acidos grasos, esta ultima en forma
indirecta debido que los sustratatos deben ser (BHA-CoA).

P. aeruginosa sintetiza y acumula grandes cantidades de PHAs y ramnolipidos, los cuales
contienen partes lipidicas que se derivan de la biosintesis de acidos grasos. Se ha demostrado que
(R)-B-hidroxidecanoil-CoA es sustrato in vitro para la PHA sintasa de P. aeruginosa (Qi, et al.,
2000), de tal forma que para servir como sustrato para la PHA sintasa, el (R)-B-hidroxiacil-ACP,
intermediario de la biosintesis de los acidos grasos, debe ser convertido a su correspondiente
derivado CoA. Recientemente se identific6 y caracterizd una transacilasa PhaG de P. putida que
cataliza la transferencia de (R)-B-hidroxidecanoil-ACP a CoA (Rehm, ef al., 1998). Asi que,

PhaG relaciona la biosintesis de los &cidos grasos con la biosintesis de PHAs.



17

En nuestro laboratorio, Jesus Campos Garcia comprobé que en P. aeruginosa el gen rhlG
esta especificamente involucrado en la sintesis del B-hidroxiacido de los ramnolipidos (Campos,
et al., 1998). El gen rhlG se identific6 por homologia con el gen fabG de E. coli con un 36% de
identidad a nivel de sus aminodacidos. Este gen codifica para una B-cetoacil reductasa. Se propone
que RhIG cataliza la reduccion de B-cetodecanoilester-ACP dependiente de NADPH, el cual es
un intermediario de la biosintesis de los 4cidos grasos, obteniéndose B-hidroxidecanoil-ACP, un
probable precursor para la biosintesis de ramnolipidos (figura 2.4). El producto del gen rhAlG
juega un rol importante en el suministro de los precursores de PHAs pero no es esencial para su
sintesis. E. coli no es capaz de acumular PHAs de forma natural. Sin embargo, se ha demostrado
que cepas recombinantes de E. coli S17-1 coexpresando los genes que codifican para la PHA
sintasa (phaCl) de P. aeruginosa y la transacilasa PhaG de P. putida con gluconato como fuente
de carbono y triclosan como inhibidor de la enoil-ACP reductasa (Fab I), con el objetivo de
generar intermediarios de la biosintesis de acidos grasos, acumul6 de 2 a 3 % de PHAs de su
peso celular seco (Rehem, ef al., 2001). Por otra parte, también existen estudios donde se
demuestra que intermediarios de la beta-oxidacion de los acidos grasos también son utilizados
para la sintesis de PHAs y que el B-hidroxidecanoil-CoA es el principal sustrato para la PHA
sintasa (phaCl) de P. aeruginosa ya que cepas recombinantes de E. coli LS1298 (fadB) llevando
el gen phaCl producen mas del 20 % de PHAs de su peso celular seco a partir de dodecanoato

como fuente de carbono (Langenbach, et al., 1997).

2.8 Biosintesis de los ramnolipidos de P. aeruginosa.

Los primeros estudios de la sintesis de ramnolipidos por P. aeruginosa se realizaron in vivo con
varios precursores marcados radiactivamente como glicerol-o-C'*, glicerol-B-C'* y acetato-1-C"*
(Hauser y Karnovsky, 1954, 1956, 1958) y con extractos enzimaticos por Burger y colaboradores
(1963, 1966). Estos ultimos propusieron una ruta de biosintesis para los mono y diramnolipidos
de P.aeruginosa ATCC 7700 (figura2.4). En esta via, la sintesis se lleva a cabo en dos reacciones
secuenciales con la transferencia de un grupo ramnosil, cada una es catalizada por las enzimas
Rtl y Rt2 respectivamente, utilizando dTDP-L-ramnosa como donador del grupo ramnosil y el

acido B-hidroxidecanoico o L-ramnosil-B-hidroxidecanoil-B-hidroxidecanoato como el receptor.
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Figura 2.4 Diagrama de biosintesis de ramnolipidos que incluye la representacion esquemdtica de la via de
biosintesis de los 4cidos grasos y el papel de la proteina RhlG en la produccién de ramnolipidos. El ciclo de sintesis
de los 4cidos grasos inica con FabH que requiere acetil-CoA y malonil-ACP para formar acetoacil-ACP. Los ciclos
posteriores inician con la condensacién de malonil-ACP con acil-ACP, catalizado por FabB y FabF. En el segundo
paso, el B-cetoester es reducido a un B-hidroxiacil-ACP, catalizado por FabG. El tercer paso en el ciclo es catalizado
por FabA y FabZ. El cuarto y ultimo paso es la conversion de trans-2-enoil-ACP a acil-ACP, una reaccion
catalizado por Fabl. TDP-r: dTDP-L-ramnosa; Rtl y Rt2: ramnosiltransferasa 1 y 2, respectivamente; rhll y rhl2:
mono y di ramnolipidos, respectivamente (Tomado de Campos, ef al., 1989).

Dado que existen varios tipos de ramnolipidos de cadena hidrocarbonada variable, las enzimas
Rtl y Rt2 parecen no ser altamente especificas para su sustrato en la parte hidrofébica. La
enzima Rtl esta codificada por los genes rhl4 y rhlB. Ochsner y colaboradores (1994b)
propusieron que la proteina RhlA es necesaria para la estabilizacion de RhIB (subunidad
catalitica de la enzima Rtl) en la membrana citoplasmatica. Sin embargo, estudios recientes

basados en la homologia con PhaG podrian indicar que RhlA probablemente esta involucrada en
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la biosintesis de dimeros de 4cidos B-hidroxidecanoil-B-hidroxidecanoatos, intermediarios en
sintesis de PHAs y de ramnolipidos (Rehm, ef al., 1998; Déziel, ef al., 2003). Actualmente se
sabe que el gen rhlC codifica para la Rt2. Esta enzima presenta homologia con otras
ramnosiltransferasas necesarias para la sintesis de lipopolisacéaridos. Sin embargo, el gen rA/C no

esta involucrado en la sintesis de lipopolisacaridos (Rahim, ef al., 2001).

2.9 Genética de la biosintesis de ramnolipidos.
Cuando P. aeruginosa alcanza una densidad celular alta produce y secreta al medio de cultivo

ramnolipidos preferentemente cuando ésta crece en sustratos hidrofébicos como hidrocarburos o
bajo condiciones de limitacion de nitrégeno (Pearson, et al., 1997) o de fosfato (Zhang y Miller,
1992). La sintesis de ramnolipidos en P. aeruginosa esta regulada por un fenémeno de respuesta
colectiva en bacterias denominado “deteccion de quérum” (quorum sensing), este fendmeno esta
controlado basicamente por dos genes que son regulados por separado. Un gen codifica para la
enzima que sintetiza moléculas autoinductoras y el otro para una proteina reguladora. Este
sistema es utilizado por un numero amplio de bacterias para regular la transcripcion de un grupo
de genes, en funcién de su densidad celular. Es decir, cuando el cultivo alcanza una densidad
celular suficiente, la bacteria incrementa la producciéon de moléculas autoinductoras (N-acil-
homoserina lactonas), éstas se difunden al medio y cuando se alcanza una concentracién umbral,
ocurre la activacidén genética (Fuqua, et al., 1996, Fuqua y Greenberg, 1998, Salmond, ef al.,
1995).

P. aeruginosa posee al menos dos sistema de deteccion de quérum, las y rhl (Latifi, et
al., 1995; Ochsner, et al., 1994a, 1994b; Ochsner y Reiser 1995; Pearson, et al., 1995, 1997,
Pesci, et al., 1997). En el primero, el producto del gen /as/ sintetiza la molécula autoinductora N-
(3-oxododecanoil)-L-HSL (Pearson, et al., 1994), la cual interactia con LasR para activar la
transcripcion de genes de virulencia como lasB, lasA, toxA y lasl (Gambello y Iglewski, 1991;
Gambello, et al., 1993; Seed, et al., 1995; Toder, et al., 1991, 1994; Passador, ef al., 1993). El
sistema RhII/RhIR activa la expresion de los genes involucrados en la sintesis de ramnolipidos y
piocianina (Ochsner, et al., 1994a; Ochsner y Reiser 1995; Latifi, et al., 1996). Los estudios
genéticos de la sintesis de ramnolipidos fueron hechos por Ochsner y colaboradores (1994a,
1994b; 1995; Ochsner y Reiser 1995). Su estrategia consistid en el estudio de complementacion
genética de cepas mutantes 65E12, UO287, U0299 y UO391 derivadas de P. aeruginosa PG201,
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la cepa 65E12 no produce ramnolipidos en medio minimo con hexadecano como fuente de
carbono (Koch, et al., 1991). La region que complementé las mutantes esta formada por los
genes rhlIABRI, su organizacién se describe en la figura 2.5. La enzima Rtl es clave para la
sintesis de monoramnolipidos, estd compuesta de dos subunidades codificadas por los genes
rhlAB que estan organizados en un operén (Ochsner, ef al., 1994b), los genes rh/R/rhil forman el
sistema de “deteccion de quérum” (quorum sensing), actiian como reguladores de la expresion
del operdn rhl4B, del gen rhlC que codifica para la enzima Rt2, enzima clave para la sintesis de
diramnolipidos y otros genes (Ochsner, et al., 1994a; Ochsner y Reiser 1995; Rahim, et al.,
2001; Brint y Ohman, 1995). RhlA y RhIB son proteinas con una masa molecular de 32.5 kDa y
47 kDa respectivamente. Se sugiere que RhlA es una proteina de membrana interna, mientras
que RhIB es una proteina que posee por lo menos dos posibles dominios de adhesion a
membrana, por lo que se piensa que la proteina RhIB se ancla a la membrana interna. La proteina
RhIC tiene una masa molecular de 35.9 kDa, ésta presenta una region hidrofébica, lo cual indica
que es una proteina unida a membrana interna. Tomando en cuenta la localizacion subcelular de
ambas enzimas Rtl y Rt2, se sugiere que la produccién de ambos mono y diramnolipidos y su
secrecién estan acopladas (Rahim, et al., 2001).

Un esquema de la sintesis de ramnolipidos en P. aeruginosa regulada por el sistema de
“deteccion de quérum” (quorum sensing), se presenta en la figura 2.5. Cuando el cultivo alcanza
una densidad celular suficiente, P. aeruginosa responde produciendo N-(3-butiril)-L-HSL,
producto de la enzima sintetasa de autoinductor RhlI (Pearson, ef al., 1995; Ochsner y Reiser
1995 ), ésta se difunde al medio y cuando alcanza una concentraciéon umbral se une al activador
transcripcional, RhIR (Ochsner, et al., 1994). Este complejo se une al ADN en una secuencia
consenso denominada caja /as localizada cuesta arriba del promotor de rhld y asi activa la
transcripcion del operén rhlAB dando como resultado la sintesis de monoramnolipidos (Pearson,
et al., 1997). En el caso de la sintesis de los diramnolipidos, la enzima Rt2 codificada por el gen
rhiC se encarga de producir este glicolipido a partir de dTDP-L-ramnosa y monoramnolipidos

(figura 2.5).
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Figura 2.5 Representacion esquematica de los genes rhl y la regulacion de los genes que codifican para la Rtl
(rhiAB) y Rt2 (rhiC) asi como su localizacién celular. Los signos + y- se refieren al efecto de la regulacion
transcripcional de RhiR.

2.10 Perspectivas de los ramnolipidos.

Debido a sus propiedades interesantes, los ramnolipidos podrian tener aplicaciones potenciales
en el futuro. Respecto a su uso para propositos de limpieza actualmente es imposible, a pesar de
las ventajas de éstos, la economia de los procesos biotecnoldgicos es menos rentable que los
métodos quimicos. El costo de los ramnolipidos en fermentaciones cuya escala es de 20-100m’
es de U.S.$20-25/Kg. En comparacion con los costos para grandes volumenes de productos, tales
como etoxilatos o alquilpoliglicosidos, de las industrias quimicas surfactantes estan en el rango
de U.S.$1-3/Kg. Por su actividad biolégica, podrian ser utilizados como agentes
antifitopatogenicos y como adyuvantes en inmunologia. Ademas, son fuente importante del
carbohidrato ramnosa, el cual se libera por hidrélisis &cida, es de interés como unidad estructural

quiral para la sintesis de agentes tensoactivos o como transportador hidrofilico para el transporte
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de drogas insolubles en humanos y como un precursor para saborizantes de alta calidad (Lang-

willbrandt, 1999).
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3 ANTECEDENTES

3.1 Expresion de los genes rhlAB de P. aeruginosa en hospederos
heterologos.
Actualmente no existe ningun reporte sobre una cepa de E. coli capaz de producir ramnolipidos

de P. aeruginosa. Sin embargo, Ochsner y colaboradores después de aislar y caracterizar los
genes rhlABRI, no tuvieron €xito en la biosintesis de ramnolipidos en E. coli DH5a al expresar
los genes rhlAB clonados en los plasmidos pUO101 y pUO98 (rhiAB bajo sus elementos
regulatorios #hIR y rhll, rhiAB bajo el control del promotor tac, respectivamente), E. coli DH5o
(pUO98) present6 actividad de la enzima Rtl (2.5 U ml'l), pero no produjo ramnolipidos
(Ochsner, et al., 1994b). Por otra parte también cuantificaron la producciéon en otras bacterias
(Ochsner, et al., 1995), las cepas hospederas que utilizaron fueron P. aeruginosa PG201, P.
fluorescens ATCC 15453, P. oleovorans GPol, P. putida KT2442. Los resultados que
obtuvieron fueron que en P. aeruginosa PG201 (pUO101) la actividad de la enzima Rtl aumento
asi como su produccion de ramnolipidos un 30%, P. fluorescens ATCC 15453 (pUOI101) sélo
produjo un 10% de ramnolipidos respecto a la produccién de P. aeruginosa PG201, P. pufida
KT2442 (pUO98) presenté actividad de la enzima Rt1 (45 U ml'l) y06¢g L' de ramnolipidos (la
induccion de los genes rhlAB fue con IPTG 3mM durante la fase exponencial de crecimiento).
Los ramnolipidos producidos tanto por las cepas P. putida KT2442 (pUO98) como por P.
Sfluorescens ATCC 15453 (pUO101) fueron extraidos del sobrenadante y analizados por
cromatografia en capa fina, sus valores de Ry se compararon con valores estdandar de
ramnolipidos purificados de P. aeruginosa indicando la presencia de monoramnolipidos en
ambas cepas y solo pequefias cantidades de diramnolipidos en P. fluorescens ATCC 15453
(pUO101).

Estos autores sugirieron que la actividad baja de la enzima Rtl y las eficiencias bajas de
produccion de ramnolipidos en algunas cepas puede ser como consecuencia del bajo nivel de
expresion de los genes rAlAB bajo el control de sus elementos regulatorios, con esto se confirma
la complejidad del mecanismo de regulacién asociado a la biosintesis de ramnolipidos en P.
aeruginosa, y que es diferente en estas cepas. Sin embargo, aun cuando la expresion de los genes
rhlAB esta bajo el control del promotor fac, no se formaron ramnolipidos. Probablemente por la
falta de sus sustratos precursores, la dTDP-L-ramnosa y el 4cido B-hidroxidecanoico. La

concentracion intracelular de estos precursores es limitante en algunas cepas, por ejemplo: a
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partir de extractos celulares crudos de E. coli la capacidad de formacion de dTDP-L-ramnosa es
menor que en P. ageruginosa (Melo A., y Glaser L., 1966). El dimero del acido graso 8-
hidroxidecanoil-B-hidroxidecanoato esta ausente en E. coli ya que éstos se asocian con la
produccion de PHAs y estos compuestos no se forman en E. coli pero si en algunas especies de

Pseudomonas.

Debido a sus propiedades interesantes y sus aplicaciones potenciales en el futuro, en el
laboratorio de la Dra. Gloria Sober6n Chavez estamos interesados en producir ramnolipidos. Una
desventaja es que su productor microbiano P. aeruginosa, es un patégeno oportunista de
humanos y por lo tanto considerado generalmente como un microorganismo no seguro. Dado que
ya se conoce mucho sobre la genética de su biosintesis, en el presente trabajo se planteé una
estrategia de trabajo para llevar a cabo su produccién en E. coli, un microorganismos mas

seguro.
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4 HIPOTESIS

E. coli produce una concentracion baja de dTDP-L-ramnosa que es utilizada como fuente de L-
ramnosa para la biosintesis de lipopolisacaridos. Nosotros proponemos que al introducir en E.
coli los genes rmIBDAC de P. aeruginosa en multicopia, la concentracion de dTDP-L-ramnosa
aumentara ya que estos genes codifican para las enzimas que catalizan su formacion. Por lo
tanto, cepas de E. coli con una sobreproduccion de dTDP-L-ramnosa en presencia de la enzima
Ramnosiltransferasa 1, codificada por los genes rhldAB, sera capaz de producir
monoramnolipidos considerando que la parte de los B-hidroxiacidos seran drenados de la via

general de los acidos grasos.

S OBJETIVOS

5.1 Objetivo general
Construir cepas recombinantes de E. coli productoras del biosurfactante monoramnolipido de P.

aeruginosa.

5.2 Objetivos particulares
1. Determinar si E. coli HB101 con los genes rhiAB de P. aeruginosa produce

monoramnolipidos.

2. Identificar y aislar los genes rmIBDAC de P. aeruginosa PAO1.

3. Determinar el efecto de la expresion del operén rmIBDAC de P. aeruginosa en E. coli.

4. Coexpresar los genes rmIBDAC'y rhlAB de P. aeruginosa en cepas de E. coli

5. Determinar si estas cepas recombinantes producen el biosurfactante monoramnolipido.

6. Estudiar la produccién de monoramnolipidos de E. coli en un medio mineral M9 con glucosa y

acido oleico como fuentes de carbono.
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6 MATERIALES Y METODOS

6.1 Material Bioldgico.
Las cepas de diferentes especies bacterianas asi como los plasmidos y cosmidos utilizados y

construidos en este trabajo se describen en las tablas 6.1 y 6.2, respectivamente. La cepa XL1-
Blue de E. coli se utiliz6 como hospedera de vectores del tipo de pBR322 y derivados
termosensibles del pSC101, asi como en los experimentos de clonacion y construccion de
plasmidos, la cepa DH5o de E.coli se utilizo como hospedera del plasmido pCP13 y en los
experimentos de clonacién y construccion de sus derivados, asi como hospedera del plasmido
pUO94. La cepa PAOI, que es la cepa tipo de P. aeruginosa se utilizd6 como control para
producir ramnolipidos. En las condiciones de laboratorio esta bacteria produce dos formas de
este glicolipido, una contiene una molécula de ramnosa y la otra tiene dos, llamados
monoramnolipido y diramnolipido respectivamente. Las cepas HB101, RR1 y W3110 de E. coli
se utilizaron como sistemas heterélogos de expresion de los genes necesarios para la produccion

del biosurfactante monoramnolipido de P. aeruginosa.

Tabla 6.1 Cepas bacterianas utilizadas y construidas durante este trabajo.

Cepas: Genotipo y Fenotipo relevantes Referencia
P. aeruginosa PAO1 Cepa silvestre no mucoide Hancock, R. E. W.,, y A. M.
Carey., 1979

Cepas de Escherichia coli

XL1-Blue supE44, hsdR17, recAl, endAl, gyrA46, thi- Sambrook, et al., 1989
1, reldl, lac F'[traD36 proAB  lacl’
lacZAMI5, Tnl0 (TetR)]. El F’ de esta cepa
permite la selecciébn de colonias blancas-
azules en Xgal.

DH50o supE44, AlacUI169, hsdR17, recAl, endAl, Sambrook, ef al., 1989
rA96, thi-1, relAl.

HBI101 Sm", supE44, hsdS20, recAl3, ara-14, Sambrook, et al., 1989
proA2, lacYl, galK2, rpsL20, xyl-5, mtl-1.

RR1 Como la cepa HB101, solo que es RecA”. Sambrook, et al., 1989

w3110 F-, A-, INV (rnnD-rnnE)1, RecA”, Lac’, Trp" Jensen, 1993

(la cepa original es Trp’, pero en este caso, el
fenotipo Trp se restauré a Trp” por medio de
transduccion generalizada con el

bacteriofago P1.
w2190 Cm", cepa de E. coli W3110 con los genes Este trabajo
' rhiABR integrados en su cromosoma.
R203 Cm", cepa de E. coli RR1 con los genes Este trabajo

rhiABR integrados en su cromosoma.
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Plasmidos/Césmidos

Caracteristicas Relevantes

Referencia

PRK2013

Km", origen de replicacién ColEl, Tra',
plasmido ayudador.

Figurski, D. H, y D. R.
Helinski., 1979

pUO94

Tc", Plasmido de 13.0 Kb, es conjugable, de 12
a 13 copias, tiene origen de replicacién R300B.
Contiene a los genes rhiABR en un fragmento
Acsl- Hindlll, la expresion de los genes rhiAB
esta bajo el control del promotor tac.

Ochsner, ef al., 1994b

pCP13

Tc", Km", vector césmido de 23 Kb, es
mobilizable pero no transmisible por si mismo
(Mob", Tra), es de bajo nimero de copias.

Darzins A., y Chakrabarty A.
M., 1984

pNC460, pNC487

Tc", césmidos con el operén rm/BDAC bajo su
propio promotor, fueron aislados del banco de
césmidos de P. aeruginosa PAOL.

Este trabajo

pUCI9

Ap", vehiculos de clonacién de 2.686 Kb, tiene
origen de replicacion del vector pBR322
(ColE1) y es de alto numero de copias.

Yanisch-Perron, ef al., 1985

pRMLA4

Ap", plasmido de 9.0 Kb, contiene a los genes
rmIBDAC en un fragmento Sph I de 6.382 Kb en
el vector pUC19. Aqui los genes rm/BDAC no
estan en direccion con /ac es decir, la expresion
de los genes estd bajo el control de su propio
promotor,

Olvera , 2000

pBRINTs-Cat2

Vehiculo de clonacién de 8.1 Kb, su marcador
de resistencia es carbenicilina o ampicilina, es
de bajo niimero de copias, permite la integracién
de DNA clonado en el gen /acZ del cromosoma
de E. coli que sea capaz de llevar a cabo
recombinaciéon  homéloga (RecA’), este
plasmido tiene un sitio multiple de clonacién,
flanqueado por el gene cat que le confiere
resistencia a cloranfenicol para un fécil
monitoreo de la integraciéon del fragmento
clonado. Su funcién de replicacion es sensible a
temperaturas mayores de 30°C, con un aumento
en la temperatura de cultivo y en presencia del
marcador de seleccion Cloranfenicol, se
promueve su integracién en cromosoma.

Le Borgne, S., et al, 1998,
2001

pINTRHL94

Cb", Cm", pasmido de 11.3 Kb, contiene a los
genes rhlABR en un fragmento Sspl- Hindlll de
3.2 Kb en el vector pBRINTs-Cat2. Aqui la
expresion de los genes rh/AB esta bajo el control
del promotor tac. Este plasmido se electropord
a las cepas E. coli W3110y E. coli RR1.

Este trabajo

pCP13-B

Tc®, Derivado del pCP13, se eliminé un sitio
interno Hind 111 asi como la resistencia a Km.

Este trabajo

pCPpRMLA

TcR, Ap“, en esta construccion, el plasmido
pRMLA4 se insert6 al vector césmido pCP13-B.

Este trabajo

pCRML4

Tc", Césmido derivado de la construccién
pCPpRMLA4, tiene los genes rmI/BDAC, su
expresion estdn bajo el control de su propio
promotor.

Este trabajo

pTRC99A

Ap", vehiculo de clonacién de 4.176 Kb, es de

Amann, et al., 1988
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mediano nimero de copias, tiene origen de
replicacion del vector pBR322 (ColE1). Permite
expresar genes bajo el control del promotor trc,
el cual es de fuerza promotora similar al
promotor fac.

pRML94-948 Ap", construccién derivada del plasmido Este trabajo.
pRML4, aqui se eliminé la regién promotora de
los genes rmIBDAC.

pTRML4 ApR, plasmido de 9.6 Kb, contiene a los genes Este trabajo.

rmIBDAC en un fragmento Eco RI-Hind 111 de
5473 Kb en el vector ptrc99A, Aqui la
expresion de los genes rm/BDAC est4 bajo el
control del promotor frc.

El banco de cosmidos de P. aeruginosa PAO1 utilizado en este trabajo nos fue obsequiado por el
Dr. Joseph S. Lam, (Burrows, et al., 1997) el DNA de este microorganismo se ligd al vector
cosmido pCP13, esta construccion se transformé a E. coli. El banco de césmidos esta alicuotado

en 10 grupos de 100 cosmidos cada uno, existe un onceavo grupo que es el banco completo.

6.2 Medios de cultivo.
Los medios que se utilizaron fueron Luria Bertani (LB; Sambrook, et al., 1989); PPGAS

(phosphate-limited peptone-glucose-ammonium salts; Zhang, ef al., 1992) a pH de 7.2, este
medio contiene NH4Cl, (0.02M), KCI (0.02M), Tris-HCI (0.12M), MgSO4 (0.0016M) glucosa
(0.5%) y peptona (1%); medio mineral M9 (Atlas, 1993) con glucosa y por ultimo, medio de
cultivo PIA (PIA; Laboratorios Difco, Detroit, Michigan). Los medios se utilizaron liquidos o

solidos con agar al 1.5%.

6.3 Condiciones de cultivo.
La cepa P. aeruginosa PAO1 fue mantenida en medio PIA sélido; cuando se utilizé para la

produccion de ramnolipidos se crecié en medio de cultivo PPGAS liquido a 29°C y 250 rpm.
Todas las cepas de E. coli utilizadas en este trabajo fueron mantenidas en medio sélido agar
(LB). Las cepas XL1-BLue, RR1 y W3110 transformadas con plasmidos con funciones de
replicacion termosensibles (pBRINTs-Cat2 y pINTRHL94) se cultivaron a 30°C y 250 rpm. Para
la produccion del biosurfactante monoramnolipido en E. coli se utilizaron los medios de cultivo;

LB, PPGAS, PPRAS, y M9, en algunos casos estos medios se suplementaron con glucosa 5 g/I;
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ramnosa 5 g/l y 10 g/l; y 4cido oleico 5SmM, 10mM y 15 mM, algunas veces se utilizé Brij 35
(poliexitileno monolauril eter, n ca. 23) para solubilizar los 4cidos grasos. Para la expresion de
los genes bajo el control de los promotores tac y trc se utilizé6 IPTG (ImM y 3mM). Este se
adicioné en la fase inicial del crecimiento asi como en la fase exponencial tardia del cultivo.
Cuando fue necesario utilizar antibidticos para seleccionar las construcciones deseadas o
asegurar la presencia de un plasmido en E. coli, éstos se utilizaron a las siguientes
concentraciones: carbenicilina, 100 pg/ml; tetraciclina, 15 pg/ml; ampicilina, 200 pg/ml;
cloranfenicol, 30 pg/ml; kanamicina, 50 pg/ml para seleccionar por resistencia a los plasmidos
en multicopia; carbenicilina, 20 pg/ml y cloranfenicol, 15 pg/ml para seleccionar clonas con los
genes de resistencia en una sola copia; estreptomicina, 100 pg/ml y tetraciclina 150 pg/ml para la
cepa E. coli HB101 (pUO94, pNCV460). Para seleccionar las clonas con los genes lacZ
interrumpidos en el cromosoma, ademds de verificar la adquisicion de la resistencia a

cloranfenicol, se determinaron los fenotipos $-Gal” en medio sélido agar (LB) con 33 pg/ml de

Xgal + IPTG 100 pg/ml.

6.4 Procedimientos genéticos y técnicas de DNA recombinante.
Los procedimientos estandar para purificacion de DNA cromosomal y de plasmidos, digestiones

con enzimas de restriccion, electroforesis en geles de agarosa, purificacion de DNA de geles de
agarosa, ligacion de DNA, transformacion de E. coli asi como los analisis de hibridacién DNA-
DNA (analisis de DNA cromosomal, plasmidos y césmidos por hibridizacién Southern;
Screening de colonias por hibridizacion) se realizaron segun lo descrito por Sambrook y

colaboradores,1989 (Sambrook, ef al.,1989).

Purificacion de DNA. Cuando se requirid, se prepar6 DNA de plasmido con QIAGEN Mini-
isolation kit (Qiagen, CA, USA) como lo describen los fabricantes. Para los experimentos de
clonacién, los fragmentos de DNA se extrajeron de geles preparativos de agarosa al 1%
utilizando GENECLEAN III kit de la compaifiia BioLabs o por el método de maceracion-
congelacion del fragmento de agarosa con la banda de DNA de interés, extraccién posterior con
fenol y cloroformo y recuperacion del fragmento de DNA por precipitacién con isopropanol en

presencia de acetato de sodio.
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Transformacion de DNA. En los experimentos de clonacion, el DNA de plasmido se introdujo en
E. coli por el método de electroporacion. Durante la construcciéon de las cepas de E. coli
productoras del biosurfactante monoramnolipido, éstas se tranformaron con DNA en pldsmidos y

coésmidos por electroporacidon y conjugacion respectivamente.

6.5 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).
Las reacciones de la polimerasa en cadena se realizaron utilizando Vent DNA polimerasa

(Boehringer Mannheim GmbH, Germany). Las mezclas de reaccion se prepararon mezclando los
siguientes reactivos en un volumen final de 50 ul: 50 ng de DNA templado, 50 pmol de cada
oligonucleotido iniciador, 0.25 mM de mezcla de dNTPs, 1-2 unidades de DNA-polimerasa. Para
el proceso de amplificacion las mezclas se incubaron en un RoboCycler 40 (STRATAGENE)
siguiendo un método de tres etapas: 1. Un ciclo de predesnaturalizacion a 94 °C durante 1-5 min;
2. De 25-30 ciclos de amplificacion, cada uno con un paso de desnaturalizacion, alineamiento y
polimerizacién, cuyos parametros de temperatura y duracion fueron determinados para cada
caso; 3. Un ciclo de extension final de 10 minutos a la temperatura 6ptima de la polimerasa que

se uso (72 °C).

6.6 Analisis de DNA cromosomal, de plasmido y cosmidos por hibridizacion
Southern.
Se utiliz6 DNA cromosomal de P. aeruginosa PAOI1, E. coli RR1, E. coli W3110, E. coli

W2190 y E. coli R203; DNA del plasmido pINTRHL94 y DNA de césmidos, se realizaron
digestiones del DNA cromosomal con las enzimas de restriccion Ban I, Hind 111 y Cla 1. El
DNA digerido se corri6 en geles de agarosa al 1%, se desnaturalizé in situ con NaOH 0.4 N y se
transfirié por capilaridad a una membrana de nylon Hybond N* (Amersham). El DNA unido fue
hibridizado por una sonda marcada radioactivamente por la técnica de “random primer” con el
kit Rediprime DNA labelling system de Amersham, segin indicaciones del fabricante. El

resultado fue detectado en un autorradiograma.
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6.7 Screening de colonias por hibridizacion.
Esta técnica se utiliz6 para identificar colonias bacterianas individuales que lleven los c6smidos

que tienen los genes rmIBDAC de P. aeruginosa PAO]1. Cultivos de los grupos que integran el
banco de césmidos de P. aeruginosa PAO1 se crecieron durante 12 horas en membranas de
nitrocelulosa (filtro), en el filtro también se crecieron las cepas de P. aeruginosa PAO1 y E. coli
HB101 como controles. Las colonias se examinaron mediante la réplica en placas es decir,
simultineamente se sembraron varias colonias con palillos estériles sobre una membrana de
nylon Hybond N* (Amersham) depositada sobre la superficie de una placa a otra placa original
con tetraciclina, 20pug/ml. Después de 12 h de crecimiento, las colonias fueron lisadas in situ con
NaOH 0.4 N. La placa original se mantuvo a 4°C hasta obtener los resultados. E1 DNA fijado en
las membranas de nylon fue hibridizado por la sonda rml marcada radioactivamente como ya se
describié. El resultado fue detectado en un autorradiograma. Sélo colonias de los grupos 6 y 11
se unieron a la sonda rml y por tanto ennegrecieron la pelicula (figura 7.4b). Posteriormente se
obtuvieron colonias aisladas de un cultivo del grupo nimero 6. y utilizando la sonda rml se
obtuvieron varias colonias que presentaron una sefial positiva (datos no mostrados), estas
colonias tienen un césmido con los genes rm/BDAC. Finalmente se seleccionaron 2 colonias que
llevan los c6smidos que contienen los genes rm/BDAC, éstas se recuperaron de la placa original.
La estructura de los césmidos se verifico por andlisis de restriccion e hibridizacién Southern a
partir de minipreparaciones de DNA de césmidos. Esta técnica también se utiliz6 probar la
presencia de ambos plasmidos en las cepas E. coli HB101(pUO94, pNCV460) y E. coli
HB101(pUO9%4, pRML4).

6.8 Cruzas para transferencia de cosmidos por conjugacion.
Las cruzas triparentales se realizaron utilizando el plasmido ayudador pRK2013.

Se crecieron las cepas donadora, receptora y ayudadora por separado en 5 ml de medio
LB liquido con sus respectivos antibidticos por 12 h a 37°C y 250 rpm. Estos cultivos se
mezclaron (1:1:2 v/v) y se incubaron en placas de medio s6lido agar (LB) sin antibi6ticos por 24
h a 37°C. Ver la tabla 6.3.



Tabla 6.3 Cruzas triparentales de E. coli. utilizando el plasmido ayudador pRK2013
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Donadora Ayudador Receptora Volumen Construccién:
(nh)
(1:1:2)
la E. coli E. coli HB101 E. coliHB101 (50:50:100) E. coli HB101
Conjugacion (pPNCV460) (pPRK2013) (NCV460)
2a. E. coli E. coli HB101 E. coli HB101 (50:50:100) E. coli HB101
Conjugacioén (pPNCV460) (pRK2013) (pUOY%4) (pU0O94,pNCV460)
3a. E. coli DH5a E. coli HB101 E. coli HB101 (50:50:100) E. coli HB101
Conjugacion (pCRMLA) (pRK2013) (pUO%4) (pU094,pCRMLA4)
4a. E. coli E. coli HB101 E. coli R203 (50:50:100) E. coli R203
Conjugacion (pNCV460) (pRK2013) (pNCV460)
5a. E. coli E. coli HB101 E. coli RR1 (50:50:100) E. coli RR1
Conjugacion (pNCV460) (pRK2013) (pINTRHL94) (pNCV460,
pINTRHL94)
6a. E. coli HB101 E. coli HB101 E. coli W2190 | (50:50:100) E. coli W2190
Conjugaci6n (pNCV460) (pRK2013) (pNCV460)
Ta. E. coli HB101 E. coli HB101 E. coliW3110 | (50:50:100) E. coli W3110
Conjugacion (pNCV460) (pRK2013) pINTRHL9%4 (pNCV460,
pINTRHLY%4)

Las transconjugantes de la primera conjugacion se seleccionaron en placas de medio

solido agar (LB) con tetraciclina 15 pg/ml y estreptomicina 100 pg/ml. Para las transconjugantes

de la segunda y tercera conjugacion se utilizaron placas de medio sélido agar (LB) con

tetraciclina 150 pg/ml y estreptomicina 100 pg/ml. Para las transconjugantes de la cuarta y sexta

conjugacion se utilizaron placas de medio sélido agar (LB) con tetraciclina 15 pg/ml y

Cloranfenicol 15 pg/ml. Para las transconjugantes de la quinta y séptima conjugaciéon se

utilizaron placas de medio s6lido agar (LB) con tetraciclina 15 pg/ml y cloranfenicol 30 pg/ml.

6.9 Ensayo para determinar la actividad enzimatica de dTDP-D-glucosa
4,6-deshidratasa (RmiB).
Se llevo a cabo la sintesis in vitro de dTDP-6-desoxi-D-xilo-4-hexulosa a partir del sustrato
TDP-D-glucosa y de extractos enzimaticos de E. coli HB101(pNCV460) y E. coli
HB101(pNCV487).

a) Condiciones de crecimiento y preparacion de los extractos enziméticos crudos.
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Las cepas de E. coli HB101, E. coli HB101 (pUO94), E. coli HB101 (pNCV460) y E. coli
HB101 (pNCV487), se crecieron en medio de cultivo LB con estreptomicina 100 pg/ml para la
cepa E. coli HB101 y tetraciclina 15 pg/ml para las cepas recombinantes a 250 rpm y 30°C, hasta
alcanzar una DOs30,m de 1.3-1.5. Las células se concentraron centrifugandose a 10 000 rpm por
10 minutos a 4°C, se lavaron dos veces con una solucién amortiguadora fria (Tris/HCI 50 mM,
pH 7.6, MgCI2 10 mM y EDTA ImM), se resuspendieron en el mismo amortiguador y se
mantuvieron en un bafio frio. El extracto enzimatico libre de células se obtuvo por sonicacion (4
pulsos de 15 segundos de 14 microons separados por 1 minuto). El sobrenadante (extracto
enzimatico) y la ultracentrifugacion a 40 000 rpm por 2 h a 4°C. Siempre se trabajé bajo

condiciones frias.

b) Ensayo de la enzima dTDP-D-glucosa 4,6-deshidratasa (Marumo, et al., 1992).

Se prepararon 3 mezclas de reaccion con los extractos enzimaticos ya descritos, ver la tabla 6.4

Tabla 6.4 Ensayo de la enzima dTDP-D-glucosa 4,6-deshidratasa con extractos enzimaticos (Marumo, et al., 1992)

Reaccion mezcla 1 (problema) | mezcla 2 (control) mezcla 3 (blanco)
Extracto enzimético 400 pl 400 pl 0
Tris/HCI, pH 7.6 15 pl 15 pl 15 pl
(15 pmol)
dTDP-D-glucosa 10 pl 0 10 pl
(1.2 umol)
Agua 75 pl 85 ul 475 pl
Volumen final 500 pl 500 pl 500 pl

Las reacciones se llevaron a cabo a 37°C. Se tomaron muestras de 50 pl desde el tiempo
cero y en intervalos de 10 minutos por 80 minutos, para detener la reaccion se adiciond a cada
muestra 750 pul de NaOH 0.1 M y se incub6 por 20 minutos a 37°C. La formacion del producto
se determind mediante un andlisis espectrofotométrico a 320 nm utilizando como blanco la
reaccion de la mezcla 3. El coeficiente de extincién molar de la reaccion es de 4600 M ¢cm™.
Una unidad de actividad enzimatica (U) es definida como un pmol de producto formado por
minuto. Actividad especifica es definida como una unidad de actividad enzimética por mg de

proteina.
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Para determinar la actividad enzimatica de las muestras se realiz6 el siguiente calculo:
Actividad Enzimatica [U] = m / (€)(b)

donde:

m = pendiente de la curva (Absorbancia a 320 nm Vs. Tiempo)
€ = coeficiente de extension molar a 320 nm = 4600 M cm™
b=1cm’

U = unidades de enzima

Los resultados de la tabla 7.2 se reportan como Actividad especifica por lo tanto fue
necesario cuantificar la cantidad de proteina para cada cepa, ésta se determind por la técnica de

Bradford (Bradford, 1976) segun indicaciones del fabricante.

6.10 Integracion de los genes rhlAB en el cromosoma de E. coli.
Para el proceso de integracion se siguié un método de tres etapas: 1. Construcciéon del plasmido

pINTRHL94; 2. Integracion de una parte del plasmido pINTRHL94 que lleva los genes rhlAB en
el cromosona de E. coli W3110 y E. coli RR1; 3. Confirmacién de la integracion por
hibridizaciéon Southern. La primera etapa fue la subclonaciéon de los genes rhlAB a partir del
plasmido pUQO94 en el vector pPBRINTs-Cat2. El plasmido pUO94 se digiri6 con las enzimas Ssp
I - Hind 111, se liber6 un fragmento de 3.2 Kb (este fragmento tiene a los genes rhl/ABR. Sin
embargo, solo el operén rhlAB se expresa bajo el control del promotor tac) éste se insertd al
vector pBRINTs-Cat2 previamente digerido con Sma I-Hind 111, el plasmido resultante se
denominé pINTRHL94, el cual se confirmé por patrdn de restriccion. El plasmido pINTRHL94
se electropord a las cepas E. coli RR1 y E. coli W3110. Como segunda etapa, se llevo a cabo la
integracion en el cromosoma de los genes rhAlABR segun el protocolo de Sylvie Le Borgne y

colaboradores (Le Borgne S. ef al., 1998). El proceso de integracion se describe en la figura 6.1.
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Figura 6.1 Integracién de los genes rhlABR en las cepas de E. coli W3110 y RR1.

Asi se obtuvieron las cepas R203 y W2190. En la hibridizacién Southern se utilizé como
sonda radiactiva un fragmento de aproximadamente 1980 pb, que se obtuvo del plasmido
pINTRHL94 digerido con la enzima Bam HI. Esta sonda se hibridé contra ADN cromosomal de
E. coli RR1 (control negativo), E. coli W3110 (control negativo), E. coli R203, E. coli W2190 y
DNA de plasmido pINTRHL94 (control positivo), el DNA de plasmido y cromosomal de cada
una de las cepas se digiri6 con las enzmas Hind 11l y Cla 1. Muestras de estas digestiones (Spg de
DNA cromosomal y 1 pg de DNA de plasmido) se analizaron en geles de agarosa al 1%. Para

ambos geles se siguié el protocolo ya descrito para hibridizacion Southern. El resultado del

autorradiograma obtenido se comenta en la seccidn de resultados.

35
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6.11 Construccion del plasmido pTRMLA4.
Aqui la expresion de los genes rmIBDAC esta bajo el control del promotor frc. Se amplificé por

la técnica de PCR un fragmento de 614 pb utilizando como templado DNA del plasmido pRML4
y los oligonucledtidos rmiTrel (5° -GTC TTG AAT TCA TGA CGA TTC TCG TGA CCG- 3")
y rmlTre3 (5" -TTG TGG ATC ACC AGT GGG ATG AGC TTT T- 37), éstos se disefiaron en
base a la secuencia de los genes rmIBDAC descrita en el plasmido pRML4 (el oligonucle6tido
rmlTrcl se disefio anteponiendo un sitio Eco RI al codén de inicio ATG para la proteina RmiIB y
el oligonucle6tido rmITre3 se disefio 614 pb rio abajo del codén de inicio ATG para la proteina
RmlIB). El fragmento de DNA amplificado fue de 614 pb, éste se digirié6 con las enzimas de
restriccion Eco Rl y Sty 1, el fragmento resultante fue de 490 pb. El plasmido pRML4 se digirié
con las enzimas de restriccion Eco RI y Sty I (el patrén de restriccion obtenido fue de tres
fragmentos 890 pb, 546 pb y 7629 pb). El fragmento de 490 pb se insert6 en el fragmento de
7629 pb, la construccion resultante se denominé pRML4-948 (8119 pb), en esta construccioén se
eliminé la secuencia de la regién promotora de los genes rm/BDAC . El plasmido pRML4-948 se
digirié6 con las enzimas Eco Rl y Hind 1lII, el patrén de restriccion obtenido fue de dos
fragmentos 2646 pb y 5473 pb, el fragmento de 5473 pb se insertdé al vector pTrc99A
previamente digerido con las enzimas de restriccion Eco Rl y Hind 1Il. La construccién

resultante se denominé pTRMLA4 y se confirmé por patrén de restriccion (datos no mostrados).

6.12 Construccion del cosmido pCRMLA4.

Este cosmido se obtuvo a través de dos pasos. Primero, el vector césmido pCP13 se digirié con
la enzima Bam H1, de esta digestion se obtuvieron dos fragmentos, uno de aproximadamente 1.7
Kb (éste incluye un sitio Hind III asi como la secuencia que codifica para la resistencia a
kanamicina) y otro de aproximadamente 21.3 Kb, este ultimo fragmento se religo, el césmido
resultante se denominé pCP13-B de 21.3 Kb (en esta construccién se elimind un sitio interno
Hind 111 asi como la resistencia a Kanamicina). El segundo paso fue digerir el plasmido pRML4
con la enzima Hind 1lI, este fragmento de 9.0 Kb se inserté al vector césmido pCP13-B
previamente digerido con la enzima Hind IlIlI, la construccion resultante se denomind
pCPpRML4 de aproximadamente 30 Kb. Este plasmido se analizé por patrén de restriccion, el
DNA fue digerido con la enzima Xba 1, dependiendo de la orientacién del fragmento de 9.0 Kb,
el patron de restriccion puede ser de dos formas; fragmentos de 23.6 Kb y 6.4 Kb, o fragmentos
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de 27.4 Kb y 2.6 Kb, este ultimo es el patron de restriccion deseado, el fragmento de 27.4 Kb fue
religado, el cosmido resultante se denominé pCRML4, el cual se confirmé por patrén de
restriccion con las enzimas Hind IlI-Xba 1 obteniéndose los fragmentos de 21.7 Kb y 6.4 Kb

(datos no mostrados).

6.13 Determinacion analitica de ramnolipidos.
La produccién de ramnolipidos se determiné en forma cualitativa y cuantitativa. Ambos métodos

son a partir del caldo de fermentacion libre de células (333 pl). Los ramnolipidos fueron
extraidos dos veces con 1 ml de éter anhidro. La fase superior de éter se evapord en una campana
de extraccion y el contenido se resuspendié en 1 ml de agua para la determinacion cuantitativa a
través del método de orcinol que cuantifica azicares totales y se basa en la oxidacién de los
azucares con 4cido sulfirico para dar una reaccion colorida en presencia de orcinol
(Chandrasekaran, et al., 1980). Para 100 pl de muestra se adicionaron 900 pul de una solucién con
0.19% de orcinol ( en 53% [vol/vol] de H2S0O4), las reacciones se incubaron durante 30 min a
80°C, posteriormente se enfriaron durante 15 min a temperatura ambiente y finalmente se ley6 la
absorbancia a 421nm. La concentracién de ramnolipidos se determiné a través de una curva
estandar de ramnosa.

Para la determinacién cualitativa a través del método de cromatografia en capa fina
(Matsuyama, ef al., 1987), el contenido de la extraccion se resuspendi6 en 10 pl de agua. La
muestra se depositd en una placa de silica gel y se corrié dos veces en una mezcla de solventes;
la primera, cloroformo-metanol (2:1 v/v), después la placa se secé en la campana de extraccion y
por segunda vez se corri6 en un sistema cloroformo-metanol-amonia (80:24:4 v/v), la placa se
secO en la campana de extraccion. Para revelarla se atomiz6 con o-naftol (el cual identifica

glicolipidos) sobre una plancha caliente. Asi se obtuvieron los cromatogramas.
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7 RESULTADOS Y DISCUSION

Uno de los intereses en nuestro laboratorio es la produccion del biosurfactante monoramnolipido
de P. aeruginosa en E. coli como sistema heterélogo de expresion y produccion. La biosintesis
de este surfactante en P. aeruginosa depende de la accion de la enzima Ramnosiltransferasa 1
sobre los sustratos dTDP-L-ramnosa y PB-hidroxidecanoil. E. coli carece de la capacidad de
producir monoramnolipidos ya que no cuenta en su genoma con un gene que codifique para la
Ramnosiltransferasa 1. Sin embargo, se sabe que esta enzima es funcional en E. coli (Ochsner, et
al., 1994b), ademas E. coli produce d-TDP-L-ramnosa y B-hidroxiacidos aunque en menor

concentracion que P. aeruginosa.

7.1 Produccion de monoramnolipidos por E. coli HB101(pUO94) en medio
de cultivo PPGAS con glucosa y ramnosa como fuentes de carbono.
Considerando los resultados de Ochsner y colaboradores, en nuestro laboratorio realizamos

estudios con el objetivo de aumentar la concentracion de los sustratos precursores y asi producir
el biosurfactante monoramnolipido de P. aeruginosa en E. coli. Se cultivaron P. aeruginosa
PAOI, E. coli HB101 como controles positivo y negativo respectivamente y la cepa E. coli
HB101(pUQO9%4), este plasmido tiene los genes rhlABR, los genes rhlAB estan bajo el control del
promotor tac. El medio de cultivo que se utilizé para la produccién de ramnolipidos en P.
aeruginosa PAO1 fue PPGAS, el cual es bajo en fosfatos y con glucosa como fuente de carbono.
Se sabe que P. aeruginosa muestra niveles altos de expresion de rhlR en este medio. En el caso
de E. coli(pU094) se utiliz6 PPGAS y ademés se cambidé la fuente de carbono a ramnosa
(PPRAS). Estas cepas se incubaron a 37°C por 96 horas a 250 rpm, y se comprobd la produccion
de monoramnolipidos mediante cromatografia en capa fina.

Una caracteristica que presentan los cultivos en presencia de ramnolipidos es la
formacién de espuma. P. aeruginosa PAO1 produce mono y diramnolipidos en PPGAS (figura
7.1; matraz 1). Cultivos de E. coli HB101(pUO94) mostraron espuma en PPRAS. De hecho, a
medida que se aumento la concentracion de ramnosa de 5 g/l a 10 g/, la espuma se increment6
(figura 7.1; matraces 2 y 3). Sorprendentemente E. coli HB101(pUO94) no presentd espuma en
PPGAS (figura 7.1; matraz 4) y como se esperaba E. coli HB101 no presentd espuma en ningun

medio (figura 7.1; matraz 5).
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Figura 7.1 Cultivos de E. coli HB101 con el plasmido pUQ94. De izquierda a derecha se muestran los cultivos de
P. aeruginosa PAOI en PPGAS, E. coli HB101(pUQ94) en PPRAS con 10 g/l y 5 g/l de ramnosa respectivamente,
E. coli HB101(pUQ94) en PPGAS y E. coli HB101 en PPGAS.

Para determinar si la espuma formada en los cultivos de E. coli HB101(pUO94),
corresponde al biosurfactante producido por P. aeruginosa, se realiz6 su identificaciéon por
cromatografia en capa fina. El cromatograma resultante se muestra en la figura 7.2, éste
confirmé la presencia de mono y diramnolipidos en cultivos de P. aeruginosa PAO1 en PPGAS
(figura 7.2; carril 3), E. coli HB101(pUO94) con ramnosa 10 g/ presentd una mancha con un Rf
similar al del biosurfactante monoramnolipido de P. aeruginosa PAO1 mientras que con
ramnosa 5 g/l se observé una mancha tenue que no se aprecia en el cromatograma (figura 7.2;
carriles 4 y 5). En el carril 6, se corrieron 10 pl de una soluciéon de ramnosa 1 mg/ml como
control. De hecho en el carril 4 se observé una mancha con un Rf similar al de ramnosa, creemos
que esta extraccion se contaminé con medio PPRAS, y la mancha que observamos corresponde a

ramnosa del medio, ya que el éter no extrajo ramnosa del medio PPRAS (figura 7.2; carril 7).
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- monoramnolipido . e

diramnolipido

Figura 7.2 Cromatograma de cultivos de E. coli HB101(pUO94) con ramnosa como fuente de carbono. Carril 1, E.
coli HB101.(en PPRAS); carril 2, E. coli HB101 (en PPGAS); carril 3, P. aeruginosa PAO1 (en PPGAS); carril 4,
E. coli HB101(pUO94) (en PPRAS, 0.5% ramnosa); carril 5, E. coli HB101(pUO9%4) (en PPRAS, 1.0% ramnosa);
carril 6, ramnosa 1 mg/ml; carril 7, medio de cultivo PPRAS 0.5% ramnosa; carril 8, E. coli HB101(pUO94) (en
PPGAS).

De este experimento podemos concluir que cuando utilizamos ramnosa como fuente de
carbono, E. coli HB101(pUO94) logr6 producir biosurfactantes los cuales pueden ser
monoramnolipidos, ya que éstos presentaron espuma y un Rf muy similar a los producidos por P.
aeruginosa PAO1. En ese tiempo no pudimos explicar por qué con glucosa como fuente de
carbono no obtuvimos monoramnolipidos. Sin embargo, actualmente sabemos que la via de
sintesis de la dTDP-L-ramnosa empieza con glucosa-1-fosfato, por lo tanto sugerimos que con
ramnosa se ve favorecida la sintesis de este precursor. La L-ramnosa es metabolizada en E. coli
por un grupo de enzimas codificadas por los genes rhad, que codifica una ramnosa isomerasa;
rhaB, que codifica una ramnulosa quinasa; rhaD, que codifica una ramnulosa-1-fosfato aldolasa;
y rhaT, que codifica una permeasa (Moralejo, ef al., 1993). Los productos obtenidos a través de
esta via son dihidroxiacetona fosfato y L-lactaldehido, posteriormente el L-lactaldehido en
condiciones aerébicas es convertido por una deshidrogenasa a L-lactato el cual es oxidado a

piruvato, éste se incorpora al metabolismo general y probablemente una parte de éste es
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canalizado para obtener glucosa-1-fosfato. Cuando se utiliza glucosa como fuente de carbono,

ésta es convertida mas a glucosa-6-fosfato que a glucosa-1-fosfato.

Nuestra hipétesis es que el aumento en la concentraciéon endégena del sustrato dTDP-L-
ramnosa en E. coli podria ser necesario para producir monoramnolipidos. Con este fin
deberiamos incrementar la sintesis de dTDP-L-ramnosa en E. coli. En base a las vias metaboélicas
de los precursores que intervienen en la sintesis de los ramnolipidos en P. aeruginosa PAO1 y
considerando que los genes de P. aeruginosa PAO1 se expresaran en E. coli, en este trabajo
proponemos una estrategia para la produccion del biosurfactante monoramnolipido en E. coli,
que consiste en la expresion de los genes rm/BDAC de P. aeruginosa PAO1 en cepas de E. coli.
Estos genes codifican las enzimas necesarias para la produccion de dTDP-L-ramnosa a partir de

glucosa-1-fosfato.

Clarita Olvera C. durante su proyecto de investigacion de doctorado identificd los genes
de la sintesis de dTDP-L-ramnosa en el genoma de P. aeruginosa, por analisis de homologia con
la secuencia nucleotidica de los genes biosintéticos de dTDP-L-ramnosa (rfbABCD) de X
campestris (organismo relacionado genéticamente con P. aeruginosa). A través de este analisis
se encontr6 una regién con 4 marcos de lectura abiertos cuyas secuencias nucleotidicas presenta
un alto porcentaje de identidad con el producto de los genes rfbABCD de X. campestris y otras
bacterias gram negativas (tabla 7.1). Se concluyé que estos ORFs forman el grupo de genes de la
biosintesis de dTDP-L-ramnosa en P. aeruginosa, a esta region se le llamo »m! y tiene un tamafio
de 3590 pb, segun la secuencia reportada, los cuatro genes estdn organizados en un operén y el
orden de éstos es rm/BDAC. De un andlisis computacional de la region corriente arriba del gen
rmlB, se reconocié una secuencia consenso promotora similar al promotor LacUVS, el cual
pertenece al grupo de promotores tipo II que reconoce tanto a sigma 70 como a sigma S. En la
figura 7.3 se muestra un segmento donde la enzima Ban II libera un fragmento de 4.6 Kb que
incluye el operén rmIBDAC, el segmento se obtuvo a partir de un analisis de restriccion (Olvera,
2000).
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Tabla 7.1 Identidad a nivel de aminoacidos de los genes rm/BDAC de P. aeruginosa PAO]1 contra diferentes
bacterias gram negativas, (Olvera, 2000).

Bacteria/Gene rmiA rmlB rmlC rmilD
E. coli 76% 64% 70% 62%
S. typhi 76% 65% 65% 60%
X campestris 68% 70% 54% 55%
S. flexneri 75% 64% 60% 62%
1Kb
Sph 1 Sph 1
|l | rml B C | |
Ban 11
Bﬂn ll Ban " Ban 1l
4.6
Kb

Figura 7.3 Operon de los genes rm/BDAC de P. aeruginosa PAO1 (Olvera, 2000).

7.2 Identificacion y aislamiento del operon rml/BDAC de P. aeruginosa
PAOL.

La identificacion de los genes rm/BDAC fue a través de una hibridacion tipo Southern con DNA
cromosomal de la cepa P.aeruginosa PAOI1 digerido con la enzima de restriccion Ban 11, se
utilizé6 la sonda radiactiva denominada rml, ésta es una secuencia nucleotidica de 865 pb
amplificada por medio de la técnica de PCR que incluye la regiéon promotora del operén

rmIBDAC y aproximadamente 200 pb del gen rmiB (Olvera, 2000).
La autorradiografia de la hibridacion tipo Southern se muestra en la figura 7.4 a). En el

carril 1 se muestra el control positivo de la hibridizacion, que es una sefial positiva muy fuerte
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por ser la sonda rml que hibrid6 contra si misma. La sefial positiva en el carril 2, es de
aproximadamente 4.6 Kb, y corresponde a un fragmento del tamafio esperado cuando el DNA
cromosomal de P.aeruginosa PAO]1 es digerido con la enzima de restriccion Ban 1I (figura 7.3).
Estos resultados corroboran la presencia y el arreglo de los genes rm/BDAC en P. aeruginosa

PAOI.

. 4.6 Khﬂ

Carril 1 Carril 2

a) b)

Figura 7.4 Identificacién de los genes rm/BDAC en P. aeruginosa. Autorradiografias tipo southern de DNA
cromosomal (a) e hibridacion en colonia del banco de césmidos de P. aeruginosa PAO1 (b).

El fragmento de 4.6 Kb con los genes rmIBDAC se insertd en el vehiculo de clonacién
pUC19 (Olvera, 2000). Sin embargo, al mismo tiempo, llegé a nuestro laboratorio un banco de
cosmidos de P. aeruginosa PAO1, por lo que decidimos aislar los genes rmIBDAC de este banco
mediante un screening de colonias por hibridizacion. De este experimento solamente 2 grupos

nos dieron una sefial positiva (figura 7.4b). El grupo nimero 6 muestra una sefial positiva mas
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fuerte respecto al grupo niimero 11 probablemente porque en el grupo nimero 11 hay menos
colonias con los genes rmIBDAC. Por otra parte P. aeruginosa PAOI1 presentd una sefial de
hibridacién intensa como se esperaba y E. coli no present6 sefial, probablemente porque la
secuencia nucleotidica de la sonda rml representa en su mayoria a la regiéon promotora del
operéon rmIBDAC de P. aeruginosa y ésta probablemente no presenta homologia con alguna
region de la secuencia nucleotidica del genoma de E. coli. Sin embargo, a pesar de que la sonda
rml incluye una parte del gen rmlB y éste si presenta un porcentaje de identidad alto con el gen
rfbB de E. coli, la hibridacion con E. coli no present6 una sefial positiva, ya que las condiciones
de hibridacion y lavados del filtro no son favorables para permitir una hibridizacion heterologa.
Estos resultados proporcionan suficiente evidencia de que en el grupo nimero 6 esta un césmido
con el operén rmIBDAC. De este grupo por hibridizacién en colonia, se seleccionaron dos

colonias con los césmidos denominados pNCV460 y pNCV487.

7.3 Analisis de expresion de los genes rmIBDAC de P. aeruginosa PAO1 en
E. coli.

Con el objetivo de demostrar que los genes rmIBDAC de P. aeruginosa PAO]1 se expresan en E.
coli se determiné la formacién in vitro del producto dTDP-6-desoxi-D-xilo-4-hexulosa. La
sintesis de este compuesto depende de la accion de la enzima dTDP-D-glucosa 4,6-deshidratasa
codificada por el gen rmiB sobre el sustrato dTDP-D-Glucosa. Los ensayos se llevaron a cabo en
E. coli HB101 y E. coli HB101(pUO94) como controles y E. coli HB101(pNCV460), E. coli
HB101(pNCV487). En la secciéon de materiales y métodos se describe como se obtuvieron los
extractos enzimaticos y como se llevaron a cabo las reacciones para cuantificar la actividad de la
enzima RmIB. En la tabla 7.2 se muestran los resultados de la actividad especifica, la cual es
mayor en las cepas E. coli HB101(pNCV460) y E. coli HB101(pNCV487). Este incremento
corresponde a mas del 50 % con respecto a la actividad que presenta la cepa de E. coli HB101,
creemos que este aumento es consecuencia de la expresion de los genes rmIBDAC de P.

aeruginosa PAOL1. En E. coli HB101 se forma dTDP-6-desoxi-D-xilo-4-hexulosa porque en su
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genoma estan presentes los genes rfbABCD que codifican para las enzimas que sintetizan la
dTDP-L-ramnosa necesaria para la sintesis del antigeno O de lipopolisacaridos (LPS). El
aumento de la actividad de la enzima RmIB sugiere que los genes rmIBDAC de P. aeruginosa

PAOI se expresan en E. coli HB101 bajo su propio promotor.

Tabla 7.2 Actividad especifica de la enzima dTDP-D-glucosa 4,6 deshidratasa en E.coli HB10 con los genes
rmIBDAC de P. aeruginosa.

dTDP-D-glucosa 4,6 p -
Cepa deshidratass (U*/rgg) % de Actividad
E. coli HB101 0.99 100.00
E.coli HB101(pUO9%4) 1.15 116.16
E. coli HB101(pNCV460) 1.63 164.65
E. coli HB101(pNCV487) 1.47 148.48

* La unidad (U) es definida como micromoles de producto dTDP-4-ceto-6-desoxi-D-glucosa formado por minuto.

7.4 Construccion de cepas de E. coli para producir monoramnolipidos de P.
aeruginosa.

Una vez que determinamos que los genes rmIBDAC de P. aeruginosa se expresan en E. coli,
probamos si su sobreexpresiéon aumenta la concentracion endoégena de dTDP-L-ramnosa,
asumiendo que esta directamente relacionada con la produccién de ramnolipidos. A continuacién
se describe la construccién de algunas cepas que llevan tanto los genes rm/BDAC como los
rhiAB que usamos en este trabajo. Los genes rmIBDAC siempre estan presentes en plasmidos
multicopia, su expresion esta controlada por su propio promotor y también por el promotor trc.
Mientras que los genes rh/AB estan en plasmidos multicopia y algunas veces en una sola copia

integrados en cromosoma, su expresion en ambos casos esta controlada por el promotor tac.
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7.4.1 Construccion de la cepa E. coli HB101(pNCV460, pUO9%4).

Esta cepa se obtuvo por conjugacion del cosmido pNCV460 a E. coli HB101(pUQO94), ambos
plasmidos son de bajo numero de copias y sus origenes de replicacion son diferentes, asi que
pueden replicarse en la misma cepa. Sin embargo, ambos plasmidos presentan resistencia a
tetraciclina. Para probar la presencia de ambos plasmidos en las cepas transconjugantes se realizo
hibridizacién en colonia; 100 colonias se crecieron a 37°C por 12 horas en membranas de
nitrocelulosa por duplicado (filtro 1, filtro 1°) sobre placas con tetraciclina (150 ug/ml) y
estreptomicina (100 ug/ml). Como controles de la hibridizacién; para el filtro 1 se utiliz6 DNA
cromosomal de P. aeruginosa PAOl y DNA del cosmido pNCV460 (en una membrana de
nitrocelulosa por separado), como controles para el filtro 1° se utilizo6 DNA de P. aeruginosa
PAOI1 y DNA del plasmido pUO94. La sonda rml marcada radiactivamente se hibrid6 contra las
muestras del filtro 1 mientras que, la sonda rhl marcada radiactivamente se hibrid6 contra las
muestras del filtro 1° (la sonda rhl es un fragmento interno de los genes rhlAB). La
autorradiografia de la hibridacién en colonia, presentdé varias colonias tanto con los genes
rmIBDAC como los rhiAB (figura 7.5), se seleccionaron varias cepas. Para comprobar la
presencia de ambos plasmidos en estas cepas, se realizé extraccion de DNA plasmidico, éste se
digirié con la enzima Hind IlI, esta enzima lineariza el plasmido pUO94 que muestra un
fragmento de 9.0 Kb y varios fragmentos correspondientes al césmido pNCV460 (datos no

mostrados).
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Filtro 1 colonias con los genes Filtro 1” colonias con los genes
rmlBDAC rhiAB

Figura 7.5 Autorradiografia de hibridacion en colonia para seleccionar la cepa recombinante E. coli HB101(pUO9%4,
pNCV460).

7.4.2 Producciéon del biosurfactante monoramnolipido por la cepa E. coli
HB101(pNCV460, pUOY%4) en medio de cultivo LB y PPGAS.

Los cultivos con esta cepa se realizaron en matraces de 250 ml con 50 ml de medio LB o con 50
ml de PPGAS ambos suplementados con tetraciclina 150 pg/ml y estreptomicina 100 pg/ml, el
inductor IPTG se adicioné desde el inicio del cultivo a una concentracién de 3 mM. Los
matraces se incubaron a 37°C por 12 horas a 250 rpm. Las cepas E. coli HB101(pNCV460) y E.
coli HB101(pUO94) solo se sembraron en LB; P. aeruginosa PAO1 se sembr6 en medio de
cultivo PPGAS y se incubd a 30°C por 24 horas. La figura 7.6 muestra una foto de estos
matraces después de agitar. La cepa E. coli HB101(pNCV460, pUO94) presenté un fenotipo con
espuma en LB, y en menor proporciéon en PPGAS; las cepas con un solo plasmido no
presentaron este fenotipo. Sin embargo, la cepa PAO1 que es el control positivo presenté mucha
espuma. La cepa E. coli HB101(pNCV460, pUO94) fue capaz de producir 17.4 pug/ml de
monoramnolipidos en LB, mientras que en PPGAS fue de 25.8 pug/ml. Respecto a la cepa P.
aeruginosa PAO1 ésta produjo 130 pg/ml de ramnolipidos en PPGAS (el método que utilizamos
no distingue entre mono y diramnolipidos). De este experimento podemos concluir que se logré
obtener una cepa de E. coli capaz de producir monoramnolipidos, aunque en menor

concentracion que P. aeruginosa.
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Figura 7.6 Cultivos de E. coli HB101(pNCV460, pU0O94) en LB y PPGAS (matraces 2 y 3 respectivamente), E.
coli HB101, E. coli HB101(pUQ9%4), E. coli HB101(pNCV460) en LB (matraces 4, 5 y 6 respectivamente) y P.
aeruginosa PAO1 en PPGAS (matraz 1).

Con el objetivo de incrementar la concentracion de monoramnolipidos en la cepa E. coli
HB101(pNCV460, pUO94) decidimos suplementar ramnosa (5g/l y 10g/1) y acido oleico 10 mM
al medio de cultivo LB. Decidimos utilizar ramnosa ya que sabemos que ésta es metabolizada
por E. coli. Respecto al acido oleico, E. coli tiene un sistema altamente especifico para
transportar 4cidos grasos de cadena larga (C12-C18) a través de su envoltura celular, éste sistema
requiere de al menos dos proteinas, una de membrana externa FadL y una de membrana interna
FadD (Black y DiRusso, 1994; DiRusso, et al., 1999). Ademas se sabe que los acidos grasos de
cadena larga son sustratos importantes para la producciéon de energia y biosintesis de
macromoléculas. Las condiciones de cultivo fueron similares a las ya descritas, excepto que se
utilizaron 20 ml de medio de cultivo y tetraciclina 15 pg/ml. En la tabla 7.3 se muestran los
resultados de estos cultivos. Para su identificacién se realiz6 cromatografia en capa fina, el

cromatograma resultante se observa en la figura 7.7.
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Tabla 7.3 Produccién de monoramnolipidos (ug/ml) por la cepa E. coli HB101(pNCV460, pUO94) en medio de
cultivo LB suplementado con ramnosa y acido oleico.

LB-ramnosa | LB-ramnosa LB-ramnosa 10 g/l y
cepas LB 5 g/l 10 g/l Seidooleico TORM | 17O
E. coli HB101
(PNCV460, pU094) 19.20 19.56 26.96 24.26 20.61
P.aeruginosa PAO1 0 150.29

m “ . ' n : : ﬂ ' . g monoramnolipido

diramnolipido

e, U R . 2 ™ e
1 2 3 4 I

Figura 7.7 Identificacién de monoramnolipidos a través de un cromatograma de la cepa E. coli HB101(pNCV460,
pUO9%4) en LB (carril 1) y suplementados con ramnosa 5g/I (carril 2); ramnosa 10g/1 (carril 3); ramnosa 10g/l y
acido oleico 10mM (carril 4) y P. aeruginosa PAO1 (PPGAS).

La concentracién de monoramnolipidos aument6 un poco en E. coli al suplementar con
ramnosa 10 g/l el medio de cultivo LB, pero parece ser que la adicion del 4cido oleico no tuvo
efecto al menos a las doce horas. A pesar de que no se determing la concentracion de proteinas,
cuando se centrifugudé 1 ml de medio de cultivo para separar el sobrenadante, se observd que la
pastilla celular fue mayor en los casos que se suplementaron con ramnosa y acido oleico.

Probablemente la concentracion de monoramnolipidos se incrementaria después de las 12 horas.
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7.4.3 Construccion de la cepa E. coli HB101(pRML4, pUO94).

Esta cepa se obtuvo por electroporacion del pldsmido pRML4 a E. coli HB101(pUO94). El
plasmido pRML4 tiene a los genes rmIBDAC en el vector de expresion pUC19; los genes
rmIBDAC se obtuvieron a partir del pNCV460 mediante un fragmento Sph I de 6382 pb (Olvera,
2000), aqui los genes rmIBDAC no estan en la direccion de transcripcion del promotor /ac por lo
que su expresion depende de su propio promotor. Como este plasmido es derivado de pUC19, el
cual es de nimero de copias alto, esperamos que aumente la produccién de dTDP-L-ramnosa y
en consecuencia la concentracion de monoramnolipidos. Se confirmé la presencia de ambos
plasmidos por hibridacién en colonia, asi como la extraccion de DNA de plasmido y analisis por
patrén de restriccion con la enzima Hind 111. Estos resultados demostraron que esta cepa tuvo
ambos plasmidos. Sin embargo, después de varios cultivos, se observo la pérdida del plasmido
pUQO94, esto se probo por extraccion de DNA de plasmido y digestion con la enzima Hind 1L
Los plasmidos pRML4 y pUO94 tienen origen de replicacion diferentes por lo que deben
replicarse en la misma cepa (ColE1 y R300B respectivamente), proponemos que la pérdida del
pUO94 se debe a una inestabilidad segregacional probablemente por la diferencia del nimero de
copias entre los plasmidos pUO94 (aproximadamente 12-13 copias) y pRML4 (mas de 200
copias). Sin embargo, también puede ser que exista una sobreproduccion de ramnolipidos que
representara una desventaja por lo que se seleccionan cepas que han perdido esta capacidad. El
evento mas frecuente debe ser la pérdida del plasmido de menor nimero de copias, de tal forma
que segrega el pUO94 que tiene los genes que codifican para la enzima Rtl. A pesar de esta
situacion, se logré evaluar la produccién del biosurfactante monoramnolipido en esta cepa. De la
misma forma que la cepa E. coli HB101(pNCV460, pUO94) se estudié el efecto de ramnosa y
acido oleico sobre la produccion de monoramnolipidos. En la tabla 7.4 se muestran los resultados

de estos cultivos.
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Tabla 7.4 Produccién de monoramnolipidos (ug/ml) por la cepa E. coli HB101(pRML4, pUO94) en medio de
cultivo LB con ramnosa y acido oleico.

LB- . , .
LB-ramnosa LB-é4cido LB-acido
o ra(‘;‘;?;a (10g/1) olsicoSmM) | oleicoqismMy | FPOAS
E. coli HB101
(pRML4, pUO94) 21 26.22 30.11 33.99 52.22 31.54
P.aeruginosa PAO1 150.29

La produccion de ramnolipidos por esta cepa es mayor con respecto a la cepa que lleva el
césmido pNCV460, lo cual nos sugiere que tal vez el nimero de copias de los genes rmIBDAC
tiene un efecto positivo sobre la concentracién de éstos. Proponemos que los experimentos que
se suplementaron con ramnosa, tal vez incrementaron la concentracion del precursor glucosa-1-
fosfato como ya se coment6 en otro experimento, pero tal vez se hicieron limitantes los 3-
hidroxiacidos y por esta razon en el experimento que se suplementd acido oleico 15 mM se
incremento la concentracion de monoramnolipidos. El experimento no fué repetido debido a la

inestabilidad de la cepa.

7.4.4 Efecto del IPTG y del tiempo de inducciéon sobre la produccion de
monoramnolipidos por la cepa E. coli HB101(pNCV460, pUOY4).

Se utilizd esta cepa porque es mas estable que E. coli HB101(pRML4, pUO94). Este
experimento se realiz6 porque pensamos que la concentracion de IPTG 3mM que utilizamos
previamente puede ser alta ya que existen reportes de que el aumento en las concentraciones de
IPTG afecta de manera negativa el crecimiento de algunas cepas de E. coli en condiciones
aerobicas (Miao y Kompala, 1992). Se realizaron cultivos con la cepa E. coli HB101(pNCV460,
pUO9%4) en matraces de 250 ml con 25 ml de medio LB suplementado con tetraciclina y
estreptomicina a 100 pg/ml y se incubaron a 37°C. La concentracion de proteina y de
monoramnolipidos obtenida se muestra en la tabla 7.5. Para evaluar el efecto de los factores
inductor y tiempo de induccioén a dos niveles (se probaron dos concentraciones de IPTG 1 y 3
mM; en el tiempo cero y a las 7 horas del cultivo) se realizaron cuatro experimentos: 1) 1 mM de
IPTG desde el inicio del cultivo; 2) 3 mM de IPTG desde el inicio del cultivo; 3) 1 mM de IPTG
a las 7 horas del cultivo; y 4) 3 mM de IPTG a las 7 horas del cultivo. En la tabla 7.5
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presentamos un resumen de los resultados de los cuatro experimentos obtenidos a las 7 y 9 horas

(en el momento de induccion y dos horas después de ésta).

Tabla 7.5 Efecto del IPTG y tiempo de induccién sobre la concentracién de proteinas y monoramnolipidos
obtenidos de E. coli HB101(pNCV460, pU0O94) en medio de cultivo LB.

IPTG | Tiempo de | Proteina | Proteina | Monoramnolipidos | Monoramnolipidos
Experimento inducciéon | (mg/ml) | (mg/ml) (ng/ml) (ng/ml)
(mM) | (horas) 7 horas 9 horas 7 horas 9 horas
1 1 0 0.4319 0.4778 11.54+0.007 33.03 £0.041
2 3 0 0.380 0.4608 19.56+0.029 29.60+0.018
3 1 7 0.3689 0.5090 0 33.43+0.026
4 3 7 0.3803 0.5051 0 33.99+0.012

En las concentraciones probadas, la comparacion de resultados permite establecer que la
concentracion de proteina a las 7 horas del cultivo es similar en los cuatro experimentos lo que
nos indica que ambos factores no afectaron la biosintesis de proteina. Sin embargo, dos horas
mas tarde, la concentracion de proteina fue mayor en los cuatro experimentos con respecto a las
7 horas. La concentracion de proteina entre los experimentos 1 y 2 aument6 de manera similar es
decir que, estos datos sugieren que la concentracion de IPTG no afecto la biosintesis de proteina;
asi mismo se puede concluir que este factor tampoco afecté la biosintesis de proteina en los
experimentos 3 y 4 ya que no hay diferencia en su concentracion final. Pero esta concentracion
es mayor que la obtenida para los experimentos 1 y 2. Estos datos nos indican que la induccién
con IPTG en una fase de crecimiento tardia nos da como resultado una mayor concentracion de
proteinas, en este caso se da con la Ramnosiltranferasa 1. Respecto a la concentraciéon de
monoramnolipidos la concentracion maxima fue de 33 pg/ml, ésta es similar para los 4
experimentos lo cual nos sugiere que en las condiciones probadas, el IPTG adicionado desde el
inicio del cultivo o después no afecté la producciéon de monoramnolipidos. atin cuando se utilizé

IPTG a una concentracion de 3 mM.
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7.4.5 Produccion de monoramnolipidos por la cepa E. coli HB101(pNCV460, pUO94) en
medio mineral con glucosa y dcido oleico como fuentes de carbono.

En experimentos previos se tuvo la evidencia de que la cepa E. coli HB101 (pUO94, pNCV460)
produce monoramnolipidos en medio de cultivo LB y PPGAS. Sin embargo, aunque PPGAS
utiliza glucosa como fuente de carbono, estos medios de cultivo son complejos. Creemos que es
importante utilizar un medio de cultivo mineral, por esta razén decidimos utilizar M9 con
glucosa y acido oleico como fuente de carbono para la producciéon de monoramnolipidos. Se
realizaron cultivos con la cepa E. coli HB101(pNCV460, pUO94) en matraces de 250 ml con 25
ml de medio M9 suplementado con tetraciclina y estreptomicina a 100 pg/ml, tiamina 0.001%,
prolina 164 pg/ml , leucina 41 pg/ml e IPTG 1 mM desde el inicio del cultivo y se incubaron a
37°C por 72 horas. La concentracion de proteina y de monoramnolipidos se muestra en la tabla
7.6.

Se utilizé glucosa y acido oleico a una concentracion de 5g/1 y SmM respectivamente,
como el acido oleico es inmiscible en agua se utilizé Brij 35 (poliexitileno monolauril eter, n ca.
23) como emulsificador; para demostrar que este detergente no tiene efecto sobre el crecimiento
se utilizé como fuente de carbono a una concentraciéon de 5 mg/ml, también se estudi6 el efecto
combinado de las dos fuentes de carbono més el emulsificador. Las condiciones descritas se
incluyen en los siguientes 8 experimentos (tabla 7.6): 1) medio mineral M9 sin fuente de
carbono; 2) medio mineral M9 con glucosa 5g/1; 3) medio mineral M9 con Brij 35 Smg/ml; 4)
medio mineral M9 con glucosa 5g/l y Brij 35 Smg/ml; 5) medio mineral M9 con 4cido oleico
SmM; 6) medio mineral M9 con glucosa 5g/l y acido oleico SmM; 7) medio mineral M9 con
acido oleico SmM y Brij 35 Smg/ml y 8) medio mineral M9 con glucosa 5g/1 , Brij 35 Smg/ml y
acido oleico 5SmM. En la tabla 7.6 presentamos un resumen de los resultados de estos ocho

experimentos obtenidos a las 36 y 60 horas.
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Tabla 7.6 Proteinas y monoramnolipidos obtenidos de E. coli HB101(pNCV460, pUO94) en medio de cultivo M9
con glucosa y 4cido oleico como fuentes de carbono.

. Glucosa | Brij35 Aci_do Proteina Monoramnolipidos Monoramnolipidos

Experimento % mg/ml Oleico | (mg/ml) (ng/ml) (ng/ml)
mM 36 horas 36 horas 60 horas

1 0 0 0 No crecid 0 0

2 0.5 0 0 1.222 23.86 31.80

3 0 5 0 No crecid 0 0

4 0.5 5 0 1.204 51.55 32.30

5 0 0 5 0.073 0 0

6 0.5 0 5 1.371 52.05 31.11

1 0 5 5 0.340 0 11.54

8 0.5 5 5 1.249 371.53 33.31

En las concentraciones probadas, la concentracion de proteina que se obtuvo en los
experimentos 2, 4, 6 y 8 a las 36 horas fue la misma desde las 12 horas y solo diminuyé un poco
a las 72 horas (datos no mostrados); para el experimento 5, a las 12 horas casi no se observo
proteina sin embargo, a las 72 horas aument6 a 0.257 mg/ml; para el experimento 7 el cual tiene
Brij35 se obtuvo 0.425 mg/ml a las 72 horas. Ambos experimentos tienen acido oleico como
fuente de carbono, pero el crecimiento fue mayor en el experimento 7, estos datos nos indican
que el detergente Brij 35 si ayud6 a emulsificar el acido oleico y por lo tanto se hizo mas
disponible. Por otra parte, el experimento 6 que tiene glucosa y 4cido oleico asi como el
experimento 8 que tiene glucosa, 4cido oleico y Brij35, no incrementaron su concentracion de
proteina con respecto al experimento 2 que solo tiene glucosa, probablemente porque el acido
oleico no se utilizé como fuente de carbono. Respecto a la produccion de monoramnolipidos, en
el experimento 2 se demostré que es posible la sintesis de este biosurfactante a partir de glucosa,
su concentarcion a las 60 horas fue de 31.80 pg/ml, muy similar a la obtenida en medio LB. Sin
embargo, el experimento 4 que tiene glucosa y Brij 35, la concentracion de monoramnolipidos a
las 36 horas es mayor con respecto al experimento 2. No tenemos claro en que forma este
compuesto ayude a incrementar la produccion de ramnolipidos, se sabe que el Brij 35 es un
detergente que se usa para purificar proteinas de membrana, probablemente a la concentracion
que usamos ayude a despegar los ramnolipidos de la membrana. Resulta interesante que en los

experimentos 6 y 8 suplementados con acido oleico, a las 36 horas la concentraciéon de
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monoramnolipidos es mayor con respecto al experimento 2, este resultado es importante porque
si consideramos que el acido oleico no fue utilizado como fuente de carbono para crecer,
probablemente este fue internalizado al interior de la célula y a través de la B-oxidacion
proporciond precursores de acidos grasos para la sintesis de monoramnolipidos. De igual manera
un dato muy importante es que el experimento 7 con 4cido oleico como fuente de carbono en
presencia del detergente Brij 35 logré producir a las 60 horas 11.54 pg/ml de monoramnolipidos,
estos datos nos sugieren que la sintesis de ambos precursores se obtienen a partir del
metabolismo central de carbono y de la degradacién de los acidos grasos. En este trabajo
proponemos que la parte hidrofébica de los monoramnolipidos puede ser proporcionada por
ambas vias metabdlicas, de tal forma que la enzima Ramnosiltransferasa 1 puede utilizar como
sustratos acidos grasos libres (Burger, et al., 1963, 1966), o unidos a ACP, cuando se derivan de
la biosintesis de acidos grasos o unidos a CoA cuando proceden de la degradacion de éstos.

(figura 7.8).

Los resultados obtenidos con estos experimentos demuestran que la cepa E. coli
HB101(pNCV460, pUO94) crecida en medio M9 utilizando glucosa como fuente de carbono
produce mas proteina respecto a LB y también produce monoramnolipidos, sin embargo con
acido oleico como fuente de carbono tnica (experimento 5), las células no son capaces de crecer
ya que esta fuente de carbono es inmiscible en el resto del medio de cultivo, sin embargo, en
presencia de un emulsificador se logré una solubilizacion parcial, de esta forma las células
fueron capaces de crecer un poco mas (experimento 7), probablemente si se mejorara el

emulsificador esta fuente de carbono podria aprovecharse mejor
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dTDP-L-ramnosa

4cido B-hidroxidecanoico \
g Ramnosil- B-hidroxidecanoil-

acido B-hidroxidecanoico-S-ACP Rt1 —p [-hidroxidecanoato

(monorannolipido)
acido B-hidroxidecanoico-S-CoA / \

dTDP

Figura 7.8 La enzima ramnosiltransferasa 1 (Rt1) es capaz de usar como sustratos 4cidos grasos libres, unidos a
ACP o CoA.

7.4.6 Construccion de las cepas E. coli W2190 y E. coli R203:

Con el objetivo de construir una cepa mas estable, productora del biosurfactante
monoramnolipido, se disefio una cepa, la cual quedaria transformada con los genes rm/BDAC en
multicopia a través del cosmido pNCV460, y del plasmido pRML4; mientras que los genes
rhlAB se integrarian a su cromosoma. Se decidié integrar los genes rhl4B, considerando que en
el plasmido pUO94 su expresion estd regulada bajo el control del promotor tac. La idea de
integrar los genes rhlAB bajo el promotor fac es para compensar el hecho de que la cepa solo
tendra una copia de estos genes. Se utilizaron la cepas de E. coli RR1 y E. coli W3110 para la
integracién de los genes rhl4B en su cromosoma. E. coli RR1 es igual a la cepa E. coli HB101
s6lo que ésta es capaz de llevar a cabo recombinacion, E. coli W3110 es una cepa utilizada a
nivel industrial y también es capaz de llevar a cabo recombinacién. La estrategia que seguimos

esta basada en un sistema desarrollado por Sylvie Le Borgne y colaboradores (Le Borgne, ef al.,
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1998). Este grupo desarroll6 la construccion y caracterizacion de tres vectores que permiten la
integracion de DNA en el gen lacZ del cromosoma de E. coli por recombinacion homoéloga, estos
plasmidos tienen un Sitio Multiple de Clonacion insertado en el gen lacZ, el MCS esta
flanqueado por un gen que le confiere resistencia a cloranfenicol, kanamicina y gentamicina que
permite la seleccion del fragmento de DNA clonado. Una caracteristica relevante de estos
vectores es que para llevar a cabo la integracion en el cromosoma considera las funciones de
replicacion de estos vectores, las cuales son sensibles a temperaturas mayores de 30°C. Es decir,
con un aumento en la temperatura de cultivo y en presencia del marcador de seleccion, se
seleccionan aquellas bacterias en las que ocurri6 la integracién en cromosoma. La validacion del
sistema, fue a través de clonar el gen heterdlogo amy de B. stearothermophilus, en uno de los
vectores construidos e integrarlo posteriormente en el locus cromosomal lacZ de E. coli W3110
(Le Borgne, et al., 1998).

El proceso que permiti6 la integracion de los genes rhlAB en el locus cromosomal lacZ
de E. coli RR1 y W3110, se describié en materiales y métodos (figura 6.1). Las cepas con los
genes rhlABR integrados en su cromosoma se denominaron R203 y W2190. Para corroborar que
los genes rhlABR estan incluidos en su cromosoma, se realizé una hibridacion tipo Southern. La
autorradiografia se muestra en la figura 7.9, en los incisos a) y b) se muestran los filtros
correspondientes al estudio con la cepa R203 y W2190 respectivamente. En el inciso a), el orden
en los carriles es el siguiente: 1)DNA pINTRHL94/Hind 111, 2)DNA RR1/Hind 111, 3)DNA
R203/Hind 111, 4)DNA A/Hind 111, 5)DNA R203/Hind 111, 6)DNA pINTRHL94/Cla 1, 7)DNA
RR1/Cla 1, 8)DNA R203/Cla 1, 9)DNA A/Hind 111, 10)DNA R203/Cla 1. Las sefiales positivas
fuertes que se muestran en los carriles 1 y 6 son el control positivo de la hibridizacion es decir, la
sonda hibridé con DNA del plasmido pINTRHL94 digerido con las enzimas Hind Il y Cla 1
respectivamente. La sefial positiva en los carriles 3 y 5, son duplicado y corresponden a un
fragmento liberado de una digestion de DNA cromosomal de la cepa R203 con la enzima de
restriccion Hind 111. La sefial positiva en los carriles 8 y 10, son duplicado y corresponden a un

fragmento liberado de una digestion de DNA cromosomal de la cepa R203 con la enzima de
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restriccion Cla 1. El control negativo no mostr6 hibridizacién (carriles 2 y 7, DNA cromosomal
de la cepa E. coli RR1 digerido con las enzimas Hind III y Cla 1 respectivamente). Estos
resultados muestran que los genes rh/ABR estan integrados en el cromosoma de la cepa R203. En
el inciso b), el orden en los carriles es el siguiente: 1)DNA pINTRHL94/Hind III, 2)DNA
W3110/Hind 111, 3)DNA W2190/Hind 111, 4)DNA A/Hind 111, 5)DNA W2190/Hind 111, 6)DNA
pINTRHL94/Cla 1, 7)DNA W3110/Cla 1, 8)DNA W2190/Cla 1, 9)DNA A/Hind 111, 10)DNA
W2190/Cla I Como el orden de los carriles es el mismo que para la cepa R203, se puede deducir

que la cepa W2190 tiene a los genes rhlABR integrados en su cromosoma.

Sl 12345678910 123456789 10

Figura 7.9 Identificacion de los genes rhiAB en E. coli. Autorradiografia tipo southern de DNA cromosomal de E.
coli R203 (a) y DNA cromosomal de E. coli W2190 (b).
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7.4.7 Construccion de las cepas W2190(pNCV460), W2190(pRML4), R203(pNCV460),
R203(pRML4):

Estas cepas se obtuvieron por conjugacion del césmido pNCV460, y por electroporacion del
plasmido pPRMLA4 a las cepas W2190 y R203. Se determiné la produccion de monoramnolipidos
de estas cepas en medio de cultivo LB, se utiliz6 la cepa E. coli HB101(pNCV460, pUO9%4)
como control. El medio de cultivo LB se suplementé con cloranfenicol 15 pg/ml, tetraciclina 20
pg/ml y ampicilina 100 pg/ml, el inductor IPTG 1mM se adicioné cuando la densidad Optica a
625 nm fue de 0.6. Los matraces se incubaron a 30°C y 37°C por 24 horas. Se cuantifico
monoramnolipidos por el método de orcinol sin embargo, las concentraciones fueron demasiado
bajas. Se realizé cromatografia en capa fina a partir de 666 pl de sobrenadante en vez de 333 pl
para poder visualizar mejor el producto, para la cepa E. coli HB101(pNCV460, pUO94) fue de
333 pl. Tanto a las 12 como a las 24 horas del cultivo, no se percibieron manchas en los
cromatogramas que indicaran la presencia de monoramnolipidos de alguna cepa tanto a 30°C
como a 37°C, s6lo se observaron monoramnolipidos para la cepa E. coli HB101(pNCV460,
pUO94) (datos no mostrados). La figura 7.10 muestra una foto de los matraces correspondientes
a estos cultivos después de agitar. En todas las cepas, el fenotipo de espuma se abatié con
respecto a la cepa E. coli HB101(pNCV460, pUO94). Sélo la cepa R203(pNCV460) a 30°C
presentd un poco mas de espuma respecto a las otras cepas (figura 7.10). De hecho en el
cromatograma se aprecié un mancha muy tenue en el momento de revelado, la cual después de

unos momentos desaparecio.
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a)

b)

Figura 7.10 Cultivos de E. coli en LB con los genes rhlAB integrados en cromosoma a 30°C a) y 37°C b). Para
ambos casos de izquierda a derecha se muestran los cultivos de E. coli R203(pNCV460), E. coli R203(pRML4), E.
coli HB101(pUQ94, pNCV460), E. coli W2190(pNCV460), E. coli W2190(pRML4).

Proponemos que las cepas W2190(pNCV460), W2190(pRML4), R203(pNCV460),
R203(pRMLA4) disminuyeron su producién de monoramnolipidos probablemente porque tienen
una sola copia de los genes rhlAB en su cromosoma, por lo tanto decidimos determinar la
produccién de monoramnolipidos en cepas con el mismo fondo genético y con los genes rhlAB

en multicopia a través del plasmido pINTRHL94. Estas cepas son E. coli W3110(pINTRHL94,
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pNCV460) y E. coli RR1(pINTRHL94, pNCV460). Se realizaron cultivos de estas cepas, asi
como de la cepas E. coli HB101(pNCV460, pUO94) y P. aeruginosa PAO1 en medio de cultivo
M9 con glucosa 5g/1. Los cultivos se llevaron a cabo en matraces de 250 ml con 25 ml de medio
de cultivo, ademas se adicion6 tetraciclina 150 pg/ml, tetraciclina 20 pg/ml, cloranfenicol 30
pug/ml, IPTG 1 mM, tiamina 0.001%, prolina 164 pg/ml y leucina 41 pg/ml. Estos matraces se
incubaron a 37°C por 24 horas y a 30°C para P. aeruginosa PAOIL. La concentracién de
monoramnolipidos se determiné por el método de orcinol y se encontré que las cepas E. coli
W3110(pINTRHL94, pNCV460) y E. coli RR1(pINTRHL94, pNCV460) produjeron 30.71
pug/ml y 16.56 pg/ml de monoramnolipidos respectivamente y P. aeruginosa PAO1 produjo
132.20 pg/l y 93.9 pg/ml de ramnolipidos en PPGAS y M9 respectivamente. Las cepas de E. coli
W3110 y RR1 transformadas con el plasmido pINTRHL94 que lleva los genes rhlAB y con el
césmido pNCV460 si producen monoramnolipidos. La concentraciéon de monoramnolipidos en
la cepa E. coli RRI(pINTRHL94, pNCV460) es similar a la obtenida en la cepa E. coli
HB101(pNCV460, pUO94) mientras que en la cepa E. coli W3110(pINTRHL94, pNCV460) es
un poco mayor. Estos resultados nos sugiere que probablemente la disminucién de la
concentracion de monoramnolipidos en las cepas W2190(pNCV460), W2190(pRMLA4),
R203(pNCV460) y R203(pRML4) se debe a que solo tienen una copia de los genes rhl4B, a
pesar de que éstos estan controlados por el promotor fac. Desafortunadamente en nuestro
laboratorio no disponemos de la técnica para cuantificar la actividad de la enzima
Ramnosiltransferasa 1, dato que seria util para probar nuestra hipétesis. Las cepas E. coli
W3110(pINTRHL94, pRML4) y E. coli RR1(pINTRHL94, pRML4) no se pudieron obtener

debido a que ambos plasmidos presentan resistencia a ampicilina.

7.4.8 Construccion de la cepa E. coli HB101(pTRMLA4, pUO94).
Hasta esta etapa del trabajo, la expresion de los genes rm/BDAC fue bajo su propio promotor. Sin
embargo, si la expresion de estos genes se lleva a cabo bajo un promotor fuerte, probablemente

la concentracion de las enzimas codificadas por estos genes incremente. Debido a lo anterior
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decidimos subclonar los genes rm/BDAC a partir del plasmido pRML4 en el vector de expresion
pTrc99A (Amann, ef al., 1988). El plasmido resultante se denominé pTRML4, aqui la expresion
de los genes esta regulada por el promotor frc el cual es inducible por IPTG. Este plasmido se
transformé por electroporacion a la cepa E. coli HB101(pUO94). Se realizaron cultivos de esta
cepa en medio de cultivo M9 con glucosa 5g/l. Los cultivos se llevaron a cabo como ya se
describio en el experimento anterior, excepto que se adiciond tetraciclina 20 pg/ml y ampicilina
200 pg/ml. Se encontré que la cepa E. coli HB101(pTRML4, pUO94), produjé 15.87 pg/ml de
monoramnolipidos. Esta concentracion es similar a la cepa E. coli HB101(pNCV460, pUO94), a
pesar de que no cuantificamos la actividad de la enzima RmlB, la produccién de
monoramnolipidos por esta cepa, nos sugiere que no es necesario incrementar los niveles de
expresion de los genes rmIBDAC para aumentar la concentracién de monoramnolipidos y que el
paso limitante en la biosintesis de este biosurfactante en E. coli, puede ser la concentracion del

precursor de los acidos grasos o la sintesis de glucosa-1-fosfato.

7.4.9 Construccion de la cepa E. coli HB101(pCRML4, pUOY%4).

Un dato que nos llamo la atencion es que la cepa R203(pNCV460) presenté mas espuma que la
cepa R203(pRML4) tanto a 30°C como a 37°C (figura 7.10), nosotros esperabamos que la cepa
con el plasmido pRML4 produciria méas monoramnolipidos ya que tiene mas copias de los genes
rmIBDAC. Este resultado nos puede sugerir que probablemente en el cdsmido pNCV460 exista
algun (os) gene (s) que regule (n) a los genes rm/BDCA. Para eliminar el efecto de esta supuesta
regulacion, se subclonaron los genes rm/BDAC a partir del plasmido pRML4 (este plasmido
tiene un fragmento de 6382 pb del pPNCV460 que lleva los genes rmIBDAC) en el vector pCP13
(que es un cosmido disefiado para hacer bibliotecas gendmicas y es el mismo vector que el del
pNCV460; Darzins A. y Chakrabarty A.M., 1984), el plasmido obtenido se denominé pCRMLA4.
Aqui al igual que en el plasmido pRML4, los genes rm/BDCA estan bajo su propio promotor.
Este cosmido se transformé por conjugacién a la cepa E. coli HB101(pUO94). En esta cepa tanto

el plasmido pUO94 como el pCRML4 son de bajo nimero de copias y ambos presentan
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resistencia a tetraciclina por lo que se seleccioné con alta concentracion de tetraciclina, si esta
cepa produce igual concentracién de monoramnolipidos que la cepa E. coli HB101(pNCV460,
pUO94), entonces tal vez no exista ninguna regulacion de los genes rmI/BDAC en el cosmido
pNCV460. La concentracion de monoramnolipidos en medio M9 con glucosa Sg/l en las
condiciones ya descritas fue de 15.91 pg/l. Lo cual nos sugiere que no existe alguna regulacion
de los genes rmIBDAC en el c6smido pNCV460 y que en E. coli el promotor del operén
rmIBDAC es funcional.
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8 DISCUSION GENERAL

Los estudios de sintesis de monoramnolipidos de P. aeruginosa en E. coli previos a éste, no
tuvieron éxito debido a una baja concentracion de sus sustratos precursores: la dTDP-L-ramnosa
o B-hidroxiacidos.

En este trabajo, planteamos que si aumentamos la concentracion de uno o ambos
precursores y en presencia de la enzima Ramnosiltransferasa 1, probablemente se lleve a cabo la
sintesis de monoramnolipidos en E. coli. Esta hipétesis se plante6 tomando en cuenta los
resultados que obtuvo Ochsner y colaboradores durante su estudio de genética en la biosintesis
de ramnolipidos en P. aeruginosa. La evidencia que presentamos en este trabajo apoya® nuestra
hipétesis.Ya que, cuando expresamos en E. coli los operones rmIBDAC y rhiAB de P.
aeruginosa que codifican las enzimas involucradas en la sintesis de dTDP-L-ramnosa, y la
Ramnosiltransferasa 1 respectivamente; fue posible la formacién de este biosurfactante. Estos
resultados nos indican que la baja concentracion de dTDP-L-ramnosa producida por E. coli en la
ausencia del operén rmIBDAC no es suficiente como sustrato de la ramnosiltransferasa 1 para la
produccién de monoramnolipidos. Sin embargo, la cepa de E. coli HB101(pUO94) crecida en
PPRAS, con L-ramnosa como fuente de carbono si produjo monoramnolipidos a una
concentracion baja. En este caso la dTDP-L-ramnosa donadora del grupo ramnosil sélo es
formada a través de la via del operon rfbABCD, creemos que en presencia de L-ramnosa se ve
favorecida la sintesis de precursores de la via de dTDP-L-ramnosa, probablemente glucosa-1-
fosfato.

Un dato importante que aportd este trabajo fue la sintesis de monoramnolipidos por E.
coli HB101(pNCV460, pUO94) tanto en medios de cultivo ricos (LB y PPGAS) como en medio
mineral M9 con glucosa y 4cido oleico como fuentes de carbono, estos ultimos datos nos
permitieron proponer que la enzima Ramnosiltransferasa 1 puede usar 4cidos grasos-ACP o
4cidos grasos-CoA. Por otro lado un dato adicional que obtuvimos fue cuando se combinaron
ambas fuentes de carbono (tabla 7.5; experimento 6) este resultado nos sugiere que los acidos
grasos pueden ser limitantes. De tal forma que en base a estos resultados es importante la
optimizacion de la compocion del medio de cultivo y/o el incremento de la produccion de los
acidos grasos a traves de una estrategia de ingenieria de vias metabdlicas. Ya en E. coli se han
llevado a cabo con éxito este tipo de estrategias para producir polihidroxialcanoatos (PHA) de

cadena media.
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9 CONCLUSIONES

En las condiciones probadas y con glucosa como fuente de carbono, la cepa de E. coli HB101
que expresa los genes rhlAB de P. aeruginosa probablemente produce una concentracion de
dTDP-L-ramnosa que no es suficiente para sintetizar monoramnolipidos. Sin embargo, con L-
ramnosa se logr6 obtener un biosurfactante que produce espuma, su identificacién por

cromatografia en capa fina sugiere que pueden ser monoramnolipidos.

Se aislaron los genes rmIBDAC de P. aeruginosa PAOI, estos genes codifican las enzimas

necesarias para sintetizar dTDP-L-ramnosa.

Los genes rmIBDAC de P. aeruginosa PAO1 se expresaron en E. coli bajo su propio promotor, y
como resultado, probablemente la concentracion enddgena de dTDP-L-ramnosa en E. coli
aumentd ya que la cepa HB101 de E. coli transformada con los genes rhiAB y rmIiBDAC, de P.
aeruginosa PAO1 produjo monoramnolipidos en diferentes medios de cultivos; LB, PPGAS,
medio mineral M9-glucosa y medio mineral M9-acido oleico. Sin embargo, éstos parecen

degradarse en funcion del tiempo.

Se obtuvieron las cepas de E. coli R203 y W2190, éstas tiene los genes rhlAB de P. aeruginosa

PAOI integrados en su cromosoma y bajo el control transcripcional del promotor tac.

Las cepas R203 y W2190 transformadas con los genes rm/BDAC de P aeruginosa PAOI,
disminuyeron considerablemente su concentracion de monoramnolipidos en medio mineral M9-
glucosa al compararlas con las cepas W3110 y RR1 de E. coli que expresan tanto los genes
rhlAB y como los genes rm/BDAC en multicopia, probablemente por una reduccion de 10 veces

en el nimero de copias de los genes r4lAB que codifican la enzima Ramnosiltransferasa 1.

La produccion de monoramnolipidos en medio mineral M9-glucosa es igual en E. coli HB101
que expresa los genes rmIBDAC de P. aeruginosa PAO]1 bajo su propio promotor asi como bajo

el promotor trc.
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Las evidencias que presentamos en este trabajo, nos sugieren que la enzima Ramnosiltranferasa
1, ademas de usar como sustratos acidos B-hidroxidecanoicos libres también puede usar acidos B-
hidroxialnoicos unidos a ACP, en medio mineral M9 con glucosa como fuente de carbono y

unidos a CoA, en medio mineral M9 con 4cido oleico como fuente de carbono.

Este es el primer trabajo que reporta la sintesis del biosurfactante monoramnolipido de P.

aeruginosa en cepas recombinantes de E. coli.



67

10 PERSPECTIVAS

Caracterizar quimicamente los biosurfactantes producidos por E. coli. Asi como sus propiedades

fisicoquimicas y bioldgicas.

Seleccionar una cepa de E. coli productora de monoramnolipidos y caracterizar a escala de
matraz y/o fermentador de laboratorio, la cinética de crecimiento y la produccion de este
biosurfactante a partir de glucosa y del estudio de parametros que potencialmente pueden afectar

la sintesis de monoramnolipidos.

Desarrollar un proceso de producciéon de monoramnolipidos para E. coli que incluya un medio de

cultivo mineral que permita el estudio de otras fuentes de carbono.

Producir monoramnolipidos a partir de glucosa alterando las rutas del metabolismo central y de

los 4cidos grasos en E. coli.

Construir cepas que no requieran de la adicién de inductor, por ejemplo, bajo un promotor que se

exprese constitutivamente.

Purificar la enzima Ramnosiltransferasa 1 para caracterizar sus propiedades cataliticas asi como

la afinidad por otros sustratos derivados de acidos grasos.

Evaluar la expresion del operén rmiBDAC en E. coli a través de una fusién transcripcional

rmiB::lacZ.
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