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RESUMEN

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria gram negativa que produce diversas
moléculas con propiedades biotecnoldgicas, entre ellas los ramnolipidos; los
cuales son moléculas glicolipidicas con propiedades tensoactivas que tienen
aplicaciones biotecnoldgicas potenciales. Las enzimas involucradas en la sintesis
de ramnolipidos son la sintasa de dimeros de acidos grasos RhIA y las
ramnosiltransferasas RhIB (que sintetiza a partir del dimero de acidos grasos, el
mono-ramnolipido que contiene una molécula de ramnosa) y RhIC (que produce
los di-ramnolipidos que contienen dos moléculas de ramnosa usando como
sustrato a los mono-ramnolipidos); ambas ramnosiltransferasas usan dTDP-L-
ramnosa como sustrato. Diversos grupos de investigaciéon han intentado
incrementar la produccion de ramnolipidos ya sea en sistemas heter6logos o en
diversas cepas de Pseudomonas con éxito limitado. Sin embargo, la revision de los
antecedentes anteriores mostré que este trabajo es la primera vez que se aborda
la sobreexpresion de los genes rhlAB sin sobreexpresar el locus regulatorio rhiRlI
en la cepa modelo de estudio P. aeruginosa PAO1.Asi pues, en este trabajo se
reporta un enfoque para incrementar la sintesis de ramnolipidos en P. aeruginosa
mediante la sobreexpresion de las enzimas codificadas por los genes rhlAB
clonados bajo un promotor que se induce por arabinosa (Pgap). EI mayor nivel en
la produccion de ramnolipidos al clonar en trans los genes rhlAB en la cepa
modelo de estudio Pseudomonas aeruginosa PAO1l se obtuvo con 0.01% de
arabinosa como inductor, en donde se duplica la produccién de ramnolipidos con
respecto al control. Sin embargo, si se sobreexpresa rhlAB a la concentracién de
0.1% de arabinosa, la produccién de ramnolipidos disminuye con respecto a
0.01% a los niveles del control y la proporcién de mono y di- ramnolipido cambia
significativamente, disminuyendo la concentracion relativa del di-ramnolipido. Este
resultado sugiere que en estas condiciones se disminuye la actividad de la enzima
RhIC, por lo que la produccién de ramnolipidos esta muy regulada. Un aumento en
la sintesis de ramnolipidos mediante la sobreexpresion de los genes rhlAB en la
cepa modelo de estudio P. aeruginosa PAO1 permitira en un futuro utilizar esta
construccién para sobreproducir ramnolipidos en otras cepas de Pseudomonas
aeruginosa no virulentas 6 con virulencia reducida que puedan ser usadas en la
industria.
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ABSTRACT

Pseudomonas aeruginosa is a gram-negative bacterium that produces different
compounds that have potential biotechnological applications, among them the
biosurfactant rhamnolipids; which are glycolipids with tensioactive properties. The
enzymes involved in rhamnolipid production are the synthase of fatty acid dimmers,
RhIA and the rhamnosyl-transferases RhIB (that synthesizes mono-rhamnolipid
using as substrate a dimer of fatty acids and TDP-L-rhamnose) and RhIC (that
produces di-rhamnolipid by the transfer of a second rhamnnose moiety to mono-
rhamnolipid, using TDP-L-rhamnose as rhamnose donor). Several research groups
have tried to increase rhamnolipid production using diverse Pseudomonas strains
or other bacteria as heterologous hosts, but they have had limited success. The
aim of this research is to use a novel strategy to hyper produce rhamnolipids using
the P. aeruginosa type strain PAO1; this is the first reported case in which an
approach for the over-expression of the operon encoding for RhlA and RhIB (rhlAB)
is made without modifying the expression of the regulatory genes rhiR and rhll. We
use a promoter which is induced by arabinose (Pgap) t0 Over express the rhlAB
operon.The highest rhamnolipid production level was achieved when the PAO1
strain containing a plasmid with the rhlAB operon under the ara promoter was
induced with 0.01% of arabinose. In this condition rhamnolipid production was
duplicated with respect to the control strain. However, if rhIAB operon is induced to
a higher level by the addition of 0.1% arabinose, total rhamnolipid production is
diminished and the relative proportion of mono- and di-rhamnolipid is dramatically
changed, by a reduction of the relative proportion of di-rhamnolipids: This results
suggest that RhIC activity is reduced due to a novel regulatory mechanism, not yet
determined, and shows that P. aeruginosa presents a stringent regulation on the
synthesis of rhamnolipids. An increment of rhamnolipids production in P.
aeruginosa PAOL1 type strain by over-expression of the rhlIAB operon will enable
the construction of rhamnolipids hyper-producing strains using as hosts P.

aeruginosa strains with reduced virulence.
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INTRODUCCION

Los biosurfactantes son surfactantes ideales para aplicaciones ambientales
debido a su biodegradabilidad y baja concentracion micelar (64). Sus propiedades
fisicoquimicas, tensoactivas y biolégicas los hacen compuestos efectivos para su
aplicacion en distintos procesos industriales y ambientales (4). En comparacién
con los surfactantes sintéticos, los biosurfactantes ofrecen la ventaja de tener un

impacto ambiental nulo o reducido y la posibilidad de produccién in situ.

Entre los biosurfactantes producidos por bacterias, hongos y levaduras se
incluyen a los glicolipidos, lipoaminoacidos, lipopéptidos, lipoproteinas,
lipopolisacaridos, fosfolipidos, monoglicéridos y diglicéridos. De entre estos, los
ramnolipidos producidos por cepas de P. aeruginosa han recibido gran atencion

debido a sus propiedades tensoactivas y emulsificantes (62, 50).

En 1949, Jarvis y Johnson describieron este compuesto, y en 1963, se propuso
una ruta biosintética para la sintesis de ramnolipidos mediante transferencias
glicosilicas secuenciales (9). En 1994, Ochsner et al. aislaron y caracterizaron los

genes rhlAB involucrados en la biosintesis de ramnolipidos.

Las especies de P. aeruginosa son conocidas por su habilidad para producir el
biosurfactante conocido como ramnolipido, que son compuestos tensoactivos que
ademas de ser un factor de virulencia poseen usos biotecnologicos potenciales.
(45,50) por lo que pueden tener un posible uso promisorio para la producciéon de

biosurfactantes.
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Sin embargo, P. aeruginosa es un patogeno oportunista (nivel de bioseguridad
S2) y por lo tanto podria representar un peligro para personas
inmunocomprometidas.

Como un enfoque alternativo para tener cepas que puedan ser usadas a nivel
industrial para la sintesis de ramnolipidos, se ha expresado el operdn rhlAB en
huéspedes heterélogos como Pseudomonas putida, Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas oleovorans y Escherichia coli con éxito limitado (10,12,66,98 ).

En la actualidad, la produccion a gran escala utiliza cepas de P. aeruginosa,
como las producidas por Rhamnolipid Inc., que provee preparaciones individuales
de mono y di-ramnolipidos. Los ramnolipidos provenientes de P.aeruginosa son la
clase mas promisoria de biosurfactantes porque se pueden obtener a altos
rendimientos y son considerados seguros para su uso en productos alimenticios,

cosmeéticos y la industria farmacéutica. (63).

REVISION DE LA LITERATURA
Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria gram negativa perteneciente a la
rama y de las proteobacterias que puede ser aislada de muchos habitats
diferentes que incluyen: agua, suelo y plantas y es también un patdgeno
oportunista para el humano que causa infecciones en individuos
inmunocomprometidos, entre los que estan aquellos con fibrosis quistica (33),

cancer neutropénico (5) y heridas por quemaduras severas (77).

Pagina 5



Es capaz también de establecer interacciones patogénicas con una gran variedad
de huéspedes (18, 93).Los aislados clinicos no son genéticamente distintos de las
cepas aisladas del medio ambiente (81).Su habilidad de producir una gran
variedad de factores de virulencia como: toxinas, proteasas, alginato,
lipopolisacaridos (LPS), piocianina, y ramnolipidos (92), le permite a este

organismo versétil debilitar a sus huéspedes.

Sin embargo, a la vez que P. aeruginosa causa al hombre problemas de salud,
esta bacteria tiene diversas aplicaciones biotecnoldgicas, sobre todo en el area
ambiental. Asi, es uno de los pocos organismos en degradar algunos
contaminantes como los alcanos de cadena ramificada (84), produce algunas
enzimas como la lipasa (52); al igual que otras Pseudomonas produce un polimero
de &cidos grasos, el polihidroxialcanoato (PHA), que puede ser usado para
producir plasticos biodegradables (69) y produce los biosurfactantes ramnolipidos.
La produccion de ramnolipidos es caracteristica de P. aeruginosa (42), aunque se
han reportado recientemente otras especies de Pseudomonas capaces de

producir ramnolipidos (63).

Strain ST{mM/m) CMC (mg/L) Rhamnolipid {g/L)
P. putida® 3.2 91 4.1
P. alcaligenes 28 30 23
P. fluorescens 35 20 20
P. chlororaphis 25-30 n.d. 1.0
P. stutzeri nd. n.d. 0.5
P. cepacia n.d. n.d. 0.3
P. luteola n.d. n.d. 0.38
P. geruginosa® 75 9 125
P. aeruginasa 27.3 138 39
P. aeruginosa® 283 468 46

Tabla 1. Especies de Pseudomonas reportadas recientemente como productoras de

ramnolipidos. n.d: no determinado, ® cepa mutante, ® fermentacion solida. ST: Tension superficial
CMC: Concentracién Micelar Critica.
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Produccién de ramnolipidos por Pseudomonas aeruginosa.

Los ramnolipidos son glicolipidos que contienen ramnosa. Estos compuestos
estan predominantemente construidos por la union de una o dos moléculas de
ramnosa y uno o dos &cidos grasos B-hidroxi (45). Los ramnolipidos con una
molécula de ramnosa son referidos como mono-ramnolipidos, mientras que los
que tienen dos moléculas de ramnosa son di-ramnolipidos. La longitud de la
cadena carbonada que se encuentra en la porcion B-hidroxiacil del ramnolipido
puede variar significativamente. Sin embargo, en el caso de P.aeruginosa la forma
predominante en cultivo liquido consiste en cadenas de moléculas de 10 carbones
(25) (Figural). La produccion de ramnolipidos por P. aeruginosa ocurre bajo
condiciones limitadas de nitrogeno y hierro durante las fases exponencial tardia y

estacionaria de crecimiento en medio liquido con agitacion rapida (35).

8]

OH o cH-cm-é-o-cu-cm-cOOH Figura 1. Estructura quimica de los
CHo (::Hz}s (‘CH* ramnolipidos. Dimero de 4&cidos
1 ) grasos 3-hidroxi, unidos mediante un

CHa . - .,
OH  OH CH, enlace glicosidico B a una fraccion

Mono-ramnolipido mono o di de ramnosa.

Se muestran las especies
dimeros de acido 3-hidroxidecanoico

o]

OH 0 9 FH= CH:C= 0= CH~= CHo= COOH producida por Pseudomonas
CHa (GHals (CHe)e aeruginosa:
CH, CH, . . ramnosil-B-hidroxidecanoil- - hidro
Hp—— o P Di-ramnalipido xidecanoap'zo (mono-ramnoll%ido) y
CH: ramnosil-ramnosil- -
hidroxidecanoil- 3 -hidroxidecanoato
OH  OH (di-ramnolipido).
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El rol que los ramnolipidos tienen en el ciclo de vida de P. aeruginosa y en su
patogenicidad no ha sido completamente entendido, pero se conoce que estos
glicolipidos estan implicados en la degeneracion de lipidos y lecitina, que en

consecuencia pueden contribuir a la invasion de tejidos y necrosis (96).

También se ha planteado la hipotesis de que los ramnolipidos pueden
solubilizar los surfactantes de los pulmones, haciéndolos mas accesibles a la

degradacioén por otros factores de virulencia como la Fosfolipasa C (16).

Se ha demostrado que los ramnolipidos inhiben el transporte mucociliar (3) y
alteran el transporte iénico epitelial de las vias respiratorias (82). Ademas de lo
anterior, los ramnolipidos afectan la membrana celular externa (2) y han sido
implicados en la motilidad celular y en la formacion de la estructura de las

biopeliculas (20).

Debido a sus propiedades tensoactivas estos compuestos tienen muchas
aplicaciones potenciales en la industria y en el medio ambiente (45, 50).Pueden
ser usados como aditivos para la remediacion ambiental en la limpieza de suelos
contaminados con hidrocarburos (50) o con metales pesados (58). También como
agentes de control biolégico (91)como en el control biolégico de patdégenos de
plantas zoosporicos de importancia econdmica en la agricultura como Phythium
aphanidermatum (90), en la produccion de agentes quimicos finos como L-
Ramnosa, en la industria cosmética como biosurfactante por sus efectos anti-
irritantes y compatibilidad con la piel (44), para la fabricaciéon de liposomas (39) y

emulsiones (40) y la caracterizacion de superficies y recubrimientos de superficies,
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usando el pirenacilester de ramnolipido (R-PE) como una sonda fluorescente

tensoactiva (41).

La biosintesis de ramnolipidos en P.aeruginosa es un proceso multienzimatico
gue usa intermediarios del metabolismo central de la bacteria, como son la dTDP-
L-ramnosa proveniente de la activacion de azucares por deoxi timidina difosfato
(dTDP) y los acidos grasos provenientes de la sintesis de &cidos grasos. La
produccion de este biosurfactante esta altamente regulada a nivel transcripcional
por la respuesta sensor de quorum, por las condiciones del medio ambiente y la
produccion de polihidroxialcanoatos (78) .La via de sintesis de los ramnolipidos
tiene pasos en comun con la sintesis de otros compuestos celulares como

alginato, lipopolisacaridos (LPS), y polihidroxialcanoatos (PHA).
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Biosintesis de los Ramnolipidos.

La produccion de ramnolipidos al inicio se encontré en los extractos libres de

células de Pseudomonas aeruginosa por dos reacciones secuenciales (8,9)

(Fig.2)

=]
Il

z-G =0 =CH = CHZ—GCOH

o o]

1] i (FH)g {CHylg
HO MO é‘ o- 3 !
Thymidine-diphospho-rhamnose B-Hydroxydacanoyl- B-hydroxydecancate

Rhamnosyltransferase 1
TOP 4

o

]
m.\/:"j'*““"“"”‘f“*“f“""
N ©lg )y hamnolipid 2

CHy CH

HO HO —fH =CH,

a L-rhamnosy -ty droxydecancyd

p-hydroxydecancate
Ho HO Thymidine-diphospho-thamnose
Rhamnoeyltransferase 2
TOP

[o]

Il
0-?" =CH,_=C=0=CH —CH_,~COOH
> S |_Ahamnolipid 1
(Erale (e Rhamnolipid 1

CH

3 Lrhamnasyl-L-thamnosyl
B-hydroxydecanoyl- f-hydroxydecancate

Figura 2. Diagrama de la Biosintesis de ramnolipidos.

Ahora se sabe que P.aeruginosa produce ramnolipidos mediante tres
reacciones secuenciales (Fig. 3). Las dos ramnosiltransferasas que intervienen en
la sintesis de los ramnolipidos, son RhIB para producir los mono-ramnolipidos
(65,10,26) y RhIC para los di-ramnolipidos (78). Estas enzimas tienen como
sustrato comun a la dTDP-L-ramnosa (Fig. 3). Este azucar activado es también un
precursor del lipopolisacarido (LPS) y es sintetizado por las enzimas RmlA, RmIB,

RmIC y RmID a partir de glucosa-1-fosfato (30) (Fig.3).
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La enzima AlgC, que también participa en la sintesis del exopolisacarido alginato,

y convierte la glucosa-6-fosfato a glucosa-1-fosfato (69).

Se ha visto que mutaciones en el operén rml de serotipos de P. aeruginosa
inhiben la producciéon de ramnolipidos.(Olvera and Soberén Chavez, datos no

publicados).

En la primera reaccion, la enzima ramnosiltransferasa A (RhlA), que parece
estar ligeramente unida a la membrana interna (78) (Fig.3) usa como sustrato
acidos grasos de la sintesis celular, drenados del ciclo general de sintesis de novo
por la enzima RhIG (11), o del catabolismo de &cidos grasos, para sintetizar la
parte que constituye el dimero de &cidos grasos de los ramnolipidos y de los HAAs
libres. (26). RhIG muestra una homologia significativa en su secuencia con

numerosas cetoacil reductasas dependientes de NADPH.

La siguiente reaccién esta catalizada por la enzima de unibn a membrana
ramnosiltransferasa B (RhIB) y usa dTDP-L-ramnosa y HAAs para producir mono-
ramnolipidos (65,78). Estos son el sustrato, junto con la dTDP-L-ramnosa, de la
enzima RhIC que interviene en la tercera reaccion para producir di-ramnolipidos
(77). Esta enzima también al igual que RhIA parece estar ligeramente unida a la

membrana interna.
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Figura 3. Via biosintética de los ramnolipidos . El intermediario B-hidroxiacil-ACP de la

via de las sintasas de acidos grasos de tipo Il (FAS Il) participa en la biosintesis de
ramnolipidos y de PHAs y su sintesis es determinada por la competencia entre PhaG y
RhIA por los intermediarios de P-hidroxiacil-ACP. FabB(B-cetoacil-ACP-sintasa), FabG(B-
cetoacil-ACP-reductasa),FabA(B- hidroxiacil-ACP dehidratasa), Fabl (enoil-ACP reductasa), PhaG
(3-hidroxiacil-CoA-ACP transferasa),PhaC(PHAsintasa),AlgC(fosfoglucomutasa),RmlA(glucosa-1-
fosfato timidiltransferasa ), RmIB (dTDP-D-glucosa 4,6-dehidratasa), RmID(dTDP-6-deoxi-4-
hexulosa 4-reductasa).
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La produccién de ramnolipidos esta regulada por el sistema sensor de

quoérum.

P. aeruginosa controla muchos genes dependiendo de la densidad celular
mediante un fendmeno denominado sensor de quorum, que depende de la

produccion de autoinductores bacterianos (30, 102).

Los genes rhlA y rhIB estan organizados en un operén y estan agrupados junto
con un locus regulatorio, que contiene los genes rhiR y rhll organizados en tandem
corriente abajo de los genes rhlAB, que es requerido para su expresion a traves
del sistema sensor de quérum (65,68). RhIR es una proteina de 28kDa que
pertenece a la familia LuxR de activadores transcripcionales (65). Su actividad
estda mediada por N-acil-homoserina-lactonas (HSL, por sus siglas en inglés),
mediante un mecanismo dependiente de la densidad celular, producidas por la

sintetasa del autoinductor Rhll (68).

Por su parte, el gen rhlC no se encuentra agrupado en el cromosoma junto a
otros genes rhl y forma parte de un operdén con un gen cuya funcidon no se conoce
aun, pero que estd regulado a nivel transcripcional de una manera similar al

operdn rhlAB (78 ).

P. aeruginosa posee dos circuitos interrelacionados reguladores de la
transcripcion (30,46), llamados las y rhl, (32,71,95) que regulan diferentes
procesos incluyendo la expresion de las enzimas involucradas en la sintesis de
ramnolipidos, la produccion de piocianina y diferentes enzimas como proteasa

alcalina, la exotoxina A, y el mantenimiento de la arquitectura de las biopeliculas
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(21, 22, 81,87). En P. aeruginosa existe una jerarquia en el sistema sensor de
guorum en donde el sistema las esta en la parte superior de la cascada

regulatoria.

La respuesta sensora de Quorum depende de la produccion de 2
autoinductores. Los autoinductores mas comunes producidos por las
proteobacterias son N-acil-homoserina-lactonas (HSL, por sus siglas en inglés)
con cadenas laterales de varias longitudes(30).Estas pequefias moléculas
difusibles de sefalizacion activan la expresidn génica a altas densidades
bacterianas mediante la interaccion con activadores especificos de la transcripcion

de la familia LuxR.

En P. aeruginosa existen dos autoinductores que son el autoinductor 1 (PAI-1)
[N-(3-oxododecanoil) homoserina-lactona] también llamado 3-oxo-Ci,-HSL] (72) y
el autoinductor 2 (PAI-2) [N-butiril homoserina- lactona también llamado C4-HSL]
(73).El C4-HSL es sintetizado por Rhll y el 3-oxo-C12-HSL es sintetizado por
Lasl. . La PQS [2-heptil-3-hidroxi-4-quinolona] es otra molécula sensora de
guorum (75), que actia como un intermediario entre los sistemas sensores de
guorum las y rhl (59). Se ha visto que en mutantes deficientes en la sintesis de
PQS, las células de P. aeruginosa producen menos ramnolipidos a comparacion
de las cepa silvestre (27) por lo que se cree que PQS induce directa o

indirectamente al regulén rhl (54).
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Primero, con el incremento en la densidad celular bacteriana, ocurre la
induccion del sistema sensor de quérum las mediante la induccion de lasR por Vir
(1) en la segunda mitad de la fase logaritmica de crecimiento llegando a una
induccién méaxima en la fase estacionaria (74). Esto resulta en un incremento en la
concentracion del autoinductor PAI-1(3-0x0-C12-HSL) que al llegar a una
concentracion umbral, éste se une a la proteina LasR y la convierte en un
activador transcripcional formando el complejo LasR-PAI-1. Este complejo activa
la expresion de varios genes (lasl , lasB, lasA, apr, toxA) (32, 46, 71, 74)
asociados a virulencia incluyendo el que codifica para el regulador transcripcional
RhIR (55),rhll(22) y pgsH, requerido para la producciéon de PQS (53). Luego, C4-
HSL se une a RhIR y promueve la expresion de rhlIAB(65) y rhIC(78) de entre otros
genes. RhIR activa la transcripcion de rhlAB cuando esta acoplado con C4-HSL
pero reprime su transcripcion cuando no esta acoplado con su autoinductor (56).
Sin embargo, este operén aun en presencia de RhIR y C4-HSL no se expresa en
la fase exponencial de crecimiento cuando P. aeruginosa se hace crecer en un
medio rico, presuntamente debido a su dependencia transcripcional en el factor

sigma de fase estacionaria (6°) (56).

Los dos sistemas sensor de quérum de P. aeruginosa forman un gran complejo
circuito regulatorio (Fig. 4) que no ha sido aun elucidado completamente. Los
reguladores transcripcionales de la familia LuxR se unen a una secuencia

especifica de DNA para activar la transcripcion (30).
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En el caso de P. aeruginosa estas secuencias han sido llamadas “cajas las”
(101).Los diferentes motivos de DNA que determinan que una “caja las” sea

reconocida por RhIR o LasR estan empezando a ser entendidos (24,101).

LasR-PAI-1 complex
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Figura 4. Representacion esquematica de los genes las y rhl y las moléculas del sistema
sensor de quérum en Pseudomonas aeruginosa para la produccién de ramnolipidos. El
sistema las produce el activador transcripcional LasR y Lasl que produce el autoinductor
de Pseudomonas 1(PAI-1) 6 3-0-C12-HSL.Se muestra el operén, rhlAB que codifica para
las enzimas RhIA y RhIB responsables de la produccion de ramnolipidos y los genes
rhiRI que dirigen la sintesis de los activadores transcripcionales, RhIR y Rhll. Vfr induce
lasR y la concentracion de PAI-1 incrementa El autoinductor PAI-1 (codificado por lasl) se
une a LasR y forma el complejo LasR-PAI-1. Este complejo regula la transcripcién de
rhiR, rhIR produce la proteina RhIR, que se une al autoinductor PAI-2 formando el
complejo RhIR-PAI-2 que interacciona con el promotor de rhlA (caja Lux para empezar la
transcripcién de los genes productores de ramnolipidos rhlAB). Aqui (+) indica activacion
de la transcripcién y (-) indica represion de la transcripcion de los genes implicados.

Pagina 16



Regulacién de la produccion de ramnolipidos por fac tores nutricionales.

La produccién de ramnolipidos también requiere condiciones apropiadas de
crecimiento que han sido extensamente investigadas debido al interés comercial
/biotecnoldgico que estos compuestos tienen. (66) Al ser los ramnolipidos
metabolitos secundarios, su produccion empieza con el comienzo de la fase
estacionaria (97, 23). En cuanto a las fuentes de carbono que influencian la
produccion de ramnolipidos, los aceites vegetales como aceite de soya (45), maiz
(48), canola (86) y oliva (80) han sido sustratos mas eficientes en la produccion de
ramnolipidos en cepas de P.aeruginosa que sustratos como glucosa,
hidrocarburos y glicerol (50).Esto se puede deber a que los aceites vegetales y los
hidrocarburos al ser sustratos hidrofébicos pueden contribuir a la formacion de
biosurfactantes (100). Sin embargo, los hidrocarburos son en general menos
biodegradables que los aceites vegetales, por lo que se tiene un poco crecimiento
celular y por lo tanto una produccion de ramnolipidos ineficiente (14). Mientras que
los aceites vegetales pueden ser hidrolizados por la lipasa de especies de P.
aeruginosa para formar acidos grasos de cadena larga compuestos esencialmente

de 12-18 carbonos (50).

Cocientes elevados de C/N (34) y C/P (61) promueven la produccion de
ramnolipidos y altas concentraciones de cationes divalentes, especialmente de
hierro son inhibitorias (97). Asi, la maxima sintesis de ramnolipidos se encuentra
bajo condiciones de limitacion de nitrdgeno durante la fase estacionaria de
crecimiento usando glucosa, glicerol, o n-parafinas como fuente de carbono. Las

condiciones limitantes de nitrégeno no favorecen la produccién de ramnolipidos
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por si mismas, sino que la produccion empieza con el agotamiento del nitrdgeno
(80). Se ha demostrado que el NOs es la mejor fuente de nitrégeno para la

produccion de ramnolipidos (51).

Los elementos genéticos involucrados en la expresion diferencial de las
caracteristicas reguladas por el sistema sensor de quérum bajo condiciones
limitadas de nutrientes son desconocidos actualmente. Se ha documentado la
dependencia de la respuesta sensora de quorum de la disponibilidad de nutrientes
para varias bacterias como E.coli, Ralstoniasolanacearum y Vibrio sp. (17,29,
89,94),e incluso P. aeruginosa (98). En muchas bacterias esta dependencia
involucra la interaccién de los reguladores transcripcionales del sistema sensor de
quérum con reguladores que responden a estrés, como [° (47). Se ha reportado
que el promotor de rhlAB es parcialmente dependiente del factor [1° para su
expresion(56).Ademas se ha encontrado que este operdn no se expresa durante
la fase logaritmica de crecimiento, ain en presencia de RhIR y C4-HSL cuando se
crecen las células en un medio rico(56)o en medio minimo suplementado con
aminoacidos, mientras que en medio minimo se expresa desde el comienzo del
cultivo (Medina y Soberon-Chavez, resultados no publicados) . Este
comportamiento también se observa cuando se estudia la expresion del promotor
de rhlAB en E.coli, mostrando que un elemento de regulacion ampliamente
distribuido en bacterias es responsable del silenciamiento del promotor de rhlAB
durante la fase exponencial de crecimiento (55). Estos resultados también

muestran que la expresion del operon rhlAB no sdlo es dependiente de RhIR y C4-
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HSL, sino que también la limitacion de nutrientes es una condicion necesaria para

su transcripcion.

Produccién de ramnolipidos en huéspedes heterologos y en cepas de

Pseudomonas aeruginosa.

Ha habido varios intentos de producir ramnolipidos en huéspedes heterdlogos.
En 1994, Ochsner et al. lograron producir por primera vez ramnosiltransferasa en
E. coli, clonando el operon rhlAB, pero sin produccion de ramnolipidos. (65).
Posteriormente en 1995, Ochsner et al. lograron la produccién de ramnolipidos en
huéspedes heterélogos como Pseudomonas fluorescens y Pseudomonas putida
por sobreexpresion del operdn rhlAB. La sobreexpresion del operon rhlAB y el gen
rhiIR en la cepa silvestre P.aeruginosa PG201, resultd en una produccion de

ramnolipidos incrementada 1.5 veces mas que la cepa silvestre (67).

Méas adelante, Soberén-Chavez et al. (2005) introdujeron el plasmido pUO58
conteniendo los genes rhIABRI en P. aeruginosa PAOL para ver la relacion entre
la produccion de ramnolipidos y la sintesis de PHA’s y obtuvieron un incremento

en la produccién de ramnolipidos de 1.4 veces en relacion a la cepa silvestre (88).

Después, Soberén-Chavez et al. (2006) lograron producir monoramnolipidos en
E. coli, expresando el operon de P. aeruginosa rhlAB y los genes involucrados en
la sintesis de dTDP-L-ramnosa. (10). Méas delante, Wang y colaboradores (2007)
integraron los genes rhlAB en el cromosoma de P. aeruginosa y de E. coli, que

originalmente no producian ramnolipidos, para producir ramnolipidos (99).
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Por su parte, Cha et al (2008) incrementaron la produccion de ramnolipidos
clonando los genes rhlAB y el sistema sensor de quorum rhiRl en P. putida,
resultando en una produccion de 1.3 veces mas en relacion a la cepa silvestre P.

aeruginosa EMSI (12).
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HIPOTESIS

La sobreexpresion de las enzimas RhIA y RhIB, aumentard la sintesis de

ramnolipidos en P. aeruginosa PAO1.

OBJETIVO GENERAL

Aumentar la sintesis de ramnolipidos por sobreexpresion de las enzimas de los

genes rhlIAB en Pseudomonas aeruginosa PAO1.

OBJETIVOS PARTICULARES

Clonacion de los genes rhlAB involucrados en la sintesis de ramnolipidos en la

cepa modelo de estudio Pseudomonas aeruginosa PAO1

Demostrar la sobre-expresion de los genes rhlAB en la cepa de estudio

Pseudomonas aeruginosa PAO1.

Inducir y cuantificar los ramnolipidos producidos en cada una de las condiciones

de induccién del operdn rhlAB.

Determinar cualitativamente la proporcion de mono- y di-ramnolipidos producidos

en cada una de las condiciones de induccion del operdn rhlAB.
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MATERIALES Y METODOS
Cepas bacterianas, plasmidos, medios y condiciones de cultivo:

Las cepas utilizadas en este trabajo se presentan en la Tabla 1. Las cepas de E.
coli se crecieron en medio Luria Broth a 37 C. La cep a de P. aeruginosa PAO1
se crecio en medio PIA a 37<C. Los antibidticos uti lizados en el medio de seleccién
fueron: carbenicilina 200 ug/ml y ampicilina 200 ug/ml para E.coli y P. aeruginosa.
Para la determinacion de ramnolipidos, la cepa P.aeruginosa PAO1con el vector
pHERD20TAB se crecio primero en medio LB toda la noche y luego en medio
liquido bajo en fosfatos denominado PPGAS (104) a una densidad o6ptica inicial
medida a 600nm de 0.1. Se determinaron las siguientes condiciones: Adicion de
arabinosa como inductor al 0%, 0.01 % (0.666mM) y 0.1 % (6.66mM) con sus
respetivos controles de vector y de cepa. Se cultivaron las cepas a 225 rpm, 37C
por 24 hrs. Al final se registro la D.O. a la que llegé cada cepa y se hicieron 3

experimentos en el tiempo con 3 réplicas para cada uno.

Tabla 1. Cepas y plasmidos utilizados en este trab  ajo.

Cepa Genotipo 6 Referencia y Fuente

caracteristicas relevantes

P.aeruginosa

PAO1 Cepa silvestre no Holloway, et al. 1979
mucoide. University of Washington

E.coli

MC4100 [araD139]g/ Peters et al., 2003

GM33 dam -3 M. G. Marinus,1973

BW25113 A(araD-araB)567 Datsenko et. al., 2000
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Plasmidos

pTZ57R/T Vector de clonacion Fermentas

pHERD20T Vector de clonacion y Dongru Qiu et.al., 2008
expresion que contiene al

promotor araBAD (Pgap) Invitrogen

pHERD20TAB pHERD20T conteniendo | En este estudio
los genes rhlAB

Manipulacion del DNA

Los procedimientos estandar para purificacion de DNA total y de plasmidos,
digestiones con enzimas de restriccion, electroforesis en geles de agarosa,
ligacion de DNA vy transformacion de E.coli se realizaron segun lo descrito en
Sambrook, et al. 1989 , con sus respectivos controles. Las transformaciones de P.
aeruginosa se realizaron de acuerdo a Irani et Rowe, 1997 . Las purificaciones de
DNA de geles de agarosa se realizaron con el kit Wizard SV Gel Clean-Up System

(Promega).

Clonacion de los genes  rhlAB en el vector pHERD20T .

La amplificacion de los genes rhlAB se llevd acabo mediante la reaccion en
cadena de la polimerasa bajo las recomendaciones del proveedor utilizando la
enzima Phusion ® Hot Start Il (Finnzymes) con una Tm de 53.8 °C, se utilizd
como templado el DNA cromosomal de P. aeruginosa PAO1,; los oligonucleétidos

utilizados rhlAB-BspH1 (5-TTGGGAGGTGTGTCATGAGGCG-3’) y rhlAB-Hindlll
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(5-TAAGCTTGCACCGTTCAGGACG-3’) se disefiaron a partir de secuencias
obtenidas del banco de datos del genoma completo de P.aeruginosa
(Pseudomonas genome project; http//www.pseudomonas.com).Se obtuvo una sola
banda con el tamafio esperado de 2.3 kb, dicho producto se limpio por medio del

kit Wizard SV Gel Clean-Up System (Promega).

Con el producto amplificado de 2.3 kb se afiadi6é al producto de PCR extremos 3'-

dA usando la enzima Gotac de Promega.

Posteriormente se ligé al vector de clonacién pTZ57R/T en el sitio Eco321 con 3'-
ddT , a ambos extremos , se verifico direccionalidad y peso molecular mediante
una digestion con la enzima de restriccion Hindlll y se secuencié el fragmento
rhlIAB para confirmar que no hubiera mutaciones. Con dicha construccion se
transformo a la cepa de E.coli GM33 (doble mutante en el sistema de metilacion
de E.coli) para digerir el fragmento rhlAB con las enzimas de restriccion BspH1
(sensible a DNA metilado) y Hindlll. Posteriormente se realizo la ligacion del
fragmento liberado purificado de rhlAB al vector de expresion pHERD20T
(previamente digerido con las enzimas de restriccion Ncol, isocaudomero de
BspH1, y Hindlll.) Esta construccion se denominé pHERD20TAB y se transformo
en células competentes de E.coli MC4100 y se verificO el inserto rhlAB por
secuenciacion, amplificaciéon mediante la reaccion en cadena de la polimerasa
usando la enzimaPhusion ® Hot Start || de Finnzymes y digestion con la enzima
de restriccion Hindlll. La construccion pHERD20TAB se transformoé en la cepa de

P. aeruginosa PAOL.
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Ensayo de Expresion |. Cuantificacién y caracteri  zacion de ramnolipidos.

La concentracion de ramnolipidos se determiné midiendo la cantidad de ramnosa
liberada después de una hidrdlisis acida usando el método de orcinol (13). La
cantidad de mono- y di-ramnolipido se determin6 mediante cromatografia en capa
fina a partir de dos extracciones usando como solventes cloroformo-metanol (1:2)

y revelando con alfa-naftol (103).

Ensayo de Expresion Il. Visualizacion de las prot  einas RhIA y RhIB en un gel de

poliacrilamida- SDS.

Para expresar las proteinas RhIA y RhIB, la cepa de P.aeruginosa
PAOltransformada con el vector pHERD20TAB se crecio primero en medio LB
toda la noche y luego en el medio liquido bajo en fosfatos denominado PPGAS a
una densidad Optica medida a 600nm de 0.1. Se tuvieron las siguientes
condiciones: Se afadio arabinosa como inductor al 0%, 0.01 % (0.666mM), 0.1 %
(6.66mM) y 1.0% (66.6mM) y un control de cepa a 225 rpm, 37T por 24 hrs. Al
final se registré la D.O. a la que llegd cada cepa y se extrajeron las proteinas a
partir de 3.0 ml de cultivo mediante un buffer de lisis para Pseudomonas y
sonicacion. (Protocolo elaborado en el laboratorio). El sobrenadante se
recuperd y se tomoé una alicuota para cuantificar por triplicado la concentracion
de proteina total mediante el Método de Bradford. (6). Posteriormente se
cargaron 7 ug de proteina para cada condicion en un gel de poliacrilamida—SDS

al 12% .La electroforesis se realiz6 a 60V, durante 2.5 horas.
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RESULTADOS Y DISCUSION

El primer experimento que se hizo fue evaluar si la arabinosa no interferia en la
produccion de ramnolipidos para ello la cepa PAO1 se crecidé durante 24 horas a
37° C en medio PPGAS, adicionado con 0.01% y 0.1% de arabinosa y se

cuantificaron los ramnolipidos producidos después de una hidrélisis acida (Fig. 5).
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PAO1

Figura 5. Grafica que muestra la concentracion de ramnolipidos en los controles de la
cepa PAO1 a diferentes concentraciones de arabinosa.

Del primer experimento se concluye que la arabinosa no interfiere con la
produccion de ramnolipidos cuando se usa como inductor a concentraciones de

0.666mM y 6.66mM.
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El segundo experimento que se hizo fue evaluar si el vector de clonacion y
expresion que contiene al promotor araBAD (Pgapy NO interferia con o sin inductor en
la produccion de ramnolipidos, para ello la cepa PAOL con el vector pHERD20T
se crecid durante 24 horas a 37° C en medio PPGAS, a 0%, 0.01% y 0.1% de

arabinosa y se cuantificaron los ramnolipidos producidos. (Fig. 6).
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PAO1 + pHERD20T

Figura 6. Grafica que muestra la concentracién de ramnosa en los controles del vector
pHERD20T en la cepa PAO1 a diferentes concentraciones de arabinosa.

Del segundo experimento se concluye que el vector de clonacion y expresion
que contiene al promotor araBAD (Pgapy NO interfiere con o sin inductor en la

produccion de ramnolipidos.

El tercer y cuarto experimento se hicieron para evaluar el efecto de la
sobreexpresion de las enzimas de los genes rhlAB en los niveles de produccion de
ramnolipidos en la cepa Pseudomonas aeruginosa (PAO1l) a distintas
concentraciones de inductor y determinar a qué concentracion de inductor se

obtiene la maxima produccién de ramnolipidos. Para esto estos genes se clonaron
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en trans, se indujeron con diferentes concentraciones de arabinosa, se

cuantificaron los ramnolipidos por el método de la ramnosa liberada después de

una hidrdlisis acida y se compararon con su control respectivo. La cepa PAO1 con

la construccion pHERD20TAB se creci6 durante 24 horas a 37°C en medio

PPGAS a 0%, 0.01% y 0.1% de arabinosa a una densidad o6ptica inicial medida a

600nm de 0.1 y se cuantificaron los ramnolipidos producidos (Figs. 7 y 8).
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0.01 % arabinosa

0.1% arabinosa

Figura 7. Tercer experimento. Gréfica

que muestra la concentracién promedio de
ramnosa en muestras con la construccién pHERD20TAB con sus respectivos controles.
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Figura 8 . Cuarto experimento. Grafica que muestra la concentracion de ramnosa
promedio en muestras con la construccién pHERD20TAB con sus respectivos controles.

A partir de estos dos experimentos se determiné que el mayor nivel en la
produccién de ramnolipidos al clonar en trans los genes rhlIAB en la cepa modelo
de estudio P. aeruginosa PAOL1 se obtiene con 0.01% de arabinosa como inductor,
la diferencia en los niveles de ramnosa se debe a la variabilidad biologica de la
cepa. Asi, el siguiente experimento que se hizo fue determinar la concentracion
de ramnosa promedio en la cepa P.aeruginosa PAO1l con la construccion
pHERD20TAB a partir de tres experimentos independientes en el tiempo, con tres
réplicas cada uno, y sus respectivos controles. Cada experimento independiente
en el tiempo tuvo las siguientes condiciones: La cepa PAO1 con la construccion
pHERD20TAB se crecié durante 24 horas a 37°C en medio PPGAS a 0,01 % de

arabinosa a una densidad optica inicial medida a 600nm de 0.1 y se cuantificaron
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los ramnolipidos producidos por el método de la ramnosa liberada después de una

hidrdlisis acida. (Fig. 9).
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Figura 9. Grafica que muestra la concentracion de ramnosa promedio en la cepa
P.aeruginosa PAO1 con la construccion pHERD20TAB de tres experimentos
independientes en el tiempo, con tres réplicas cada uno, y sus respectivos controles.

Posteriormente se llevd acabo una cromatografia en capa fina para determinar la
proporcion de mono y di- ramnolipidos producidos por la cepa P. aeruginosa
PAOL1 control de cepa, control de vector y con la construccion pHERD20TAB a
0%, 0.01%, 0.1% y 1.0% de arabinosa a partir de dos extracciones usando como
solventes cloroformo-metanol (1:2) y revelando con alfa-naftol. Las cepas se
crecieron durante 24 horas a 37° C en medio PPGAS a una densidad Optica inicial

medida a 600nm de 0.1. (Fig. 10).

Pagina 30



(2} ® (@ (d) (e} ® (g) (h) (@) @ (k) ®

Figura 10. Andlisis de la proporcion de mono y di- ramnolipidos producidos por la cepa
P. aeruginosa PAOLl control de cepa, control de vector y con la construcciéon
pHERD20TAB mediante cromatografia en capa fina. a: Ramnolipidos producidos por
P.aeruginosa PAOL1 control de cepa. b: Estandar de mono-ramnolipido . c: Estandar
de di-ramnolipido . d, f, h, k: Ramnolipidos producidos en la cepa control de vector a 0%
, 0.01%, 0.1% y 1.0% de arabinosa respectivamente. e, g, i, j, | : Ramnolipidos producidos
en la cepa P.aeruginosa PAO1 con la construccion pHERD20TAB a 0% , 0.01%, 0.1%
,0.1% replica de otro experimento independiente en el tiempo y 1.0% de arabinosa
respectivamente.

A partir de este experimento se determiné que, si se sobreexpresa rhlAB a la
concentracion de 0.1% de arabinosa, la proporcion de mono y di- ramnolipido
cambia significativamente, disminuyendo la concentracion relativa del di-

ramnolipido.

Finalmente, el Ultimo experimento consistié en visualizar mediante electroforesis
en gel de poliacrilamida-SDS el nivel de expresion de las proteinas RhlA y RhIB
producidas en la cepa control P.aeruginosa PAOL y la cepa con la construccion
pHERD20TAB usando arabinosa al 0%, 0.01%, 0.1% y 1.0% como inductor .Las
proteinas fueron extraidas después de que las cepas se crecieron en las mismas

condiciones que los experimentos anteriores. (Fig. 11).
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Figura 11. Electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS en donde se muestra la banda de
proteina a 32.5 kDa, que podria corresponder a RhlIA a partir de un extracto de proteinas
de la cepa de P. aeruginosa PAOl y de la cepa de P.aeruginosa PAO1l con la
construcciéon pHERD20TAB a 0%, 0.01%, 0.1% y 1.0% de arabinosa.

No fue posible detectar una banda con el peso molecular de la proteina RhIB dado
que existen otras proteinas con peso molecular similar de 47 kDa. Por lo que es
necesario en experimentos futuros realizar un protocolo de purificacion de las
proteinas RhIA y RhIB y anticuerpos anti-RhlA y anti-RhIB para la realizacion del
Western Blot. Sélo de esta manera se podria comprobar la sobre-expresion de
estas enzimas. Sin embargo, el plasmido utilizado, las condiciones de induccién, y
el aumento de la proporcion de mono-ramnolipido permiten suponer que si se

sobre-expreso el operdn rhiAB.

A partir de este experimento se concluye que existe una diferencia de induccion en
cada una de las condiciones usadas. En donde se tienen bandas de proteina mas

intensas cuando se utiliza arabinosa al 0.1% y a 1.0 %.
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Con el método de orcinol usado para calcular la cantidad de ramnosa liberada
después de una hidrolisis acida no fue posible cuantificar la cantidad producida de
ramnolipidos a 1.0% de arabinosa como inductor debido a interferencias que este

azucar presenta con el método a esta concentracion.

En la Fig. 9 puede observarse que el mayor nivel en la produccién de
ramnolipidos al clonar en trans los genes rhlAB en la cepa modelo de estudio
Pseudomonas aeruginosa PAO1l se obtiene con 0.01% de arabinosa como
inductor, en donde se duplica la produccién de ramnolipidos con respecto al
control. Este valor obtenido es superior pero cercano al publicado en algunos
articulos en donde se ha clonado al operdn rhlABRI (10, 66,88) en distintas cepas
de P.aeruginosa. Sin embargo, sobreexpresando rhlAB a una concentracion de
inductor diez veces mayor (0.1%) la producciéon de ramnolipidos disminuye con

respecto a 0.01% a los niveles del control.

La cromatografia en capa fina muestra resultados que pueden ayudarnos a
entender una posible causa de porque a 0.1 % de arabinosa como inductor la
produccion de ramnolipidos disminuye a niveles parecidos al control. Como se
puede observar en la Fig. 10, si se sobreexpresa rhlAB a la concentracion de
0.1% de arabinosa como inductor, la proporcion de mono y di- ramnolipido cambia
significativamente con respecto a los demds tratamientos, disminuyendo la
concentracion relativa del di-ramnolipido. Por lo que el método de cuantificacion
cuando se usa arabinosa al 0.1% como inductor detecta menos cantidad de
ramnosa liberada. Este resultado sugiere que en estas condiciones (0.1% de

arabinosa como inductor) se disminuye la actividad de la enzima RhIC que es la
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responsable de sintetizar el di-ramnolipido, y que quizas el producto de RhIB a
grandes cantidades esté inhibiendo algun sitio importante para la actividad
catalitica de la enzima RhIC siendo esta enzima sensible a inhibicién por el
producto de RhIB. En la literatura se han reportado casos similares de enzimas
gue son sensibles a algun producto involucrado en la misma via de biosintesis

cuando estos productos se encuentran a altos niveles (7,15).

Sin embargo, la cromatografia en capa fina muestra que si se sobreexpresa rhlAB
a la concentracion de 1.0 % de arabinosa como inductor, la proporcién de mono y
di- ramnolipido no cambia significativamente con respecto a la cepa control de
vector y de cepa. Este resultado sugiere que a estas condiciones no se esta
disminuyendo la actividad de la enzima RhIC, sin embargo el gel de poliacrilamida
muestra para la proteina RhlA gque a medida que la concentracion de inductor
aumenta en 0%, 0.01% y 0.1 % se tiene un aumento de la expresion de esta
proteina, pero a 1.0% no se ve un aumento considerable en la expresion
comparado a 0.1%. Estos resultados se podrian también esperar para la proteina

RhIB.

También otra explicacion de la disminucion en los niveles de ramnolipidos a esta
condicion es que dado que los resultados sugieren que el flujo de la via
biosintética de ramnolipidos esta alterado por la disminucién de la actividad de la
enzima RhIC, esta disminucion podria hacer que el dimero de acidos grasos
sobreproducido por RhIA se esté utilizando también para producir PHA's, ya que
se ha propuesto que es un sustrato comdn en la via de ramnolipidos y PHA'’s.

(50).
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Otra posible causa de la disminucion en la produccion de ramnolipidos a mayor
concentracion de inductor, podria deberse a los niveles de produccion de dTDP-L-
ramnosa, siendo también un sustrato necesario para la sintesis del mono-
ramnolipido por la enzima RhIB y del di-ramnolipido por la enzima RhIC. La dTDP-
L-ramnosa podria llegar a ser insuficiente, lo que impide que se sinteticen mas di-
ramnolipidos, sin embargo esta propuesta no explica el porqué a 0.01% de

arabinosa como inductor la produccion se duplica.

Otra posibilidad es que la actividad enzimatica de RhIA  puede diferir

significativamente de la actividad enzimatica de RhIB.

Por lo que los resultados obtenidos muestran que la produccién de ramnolipidos
esta muy regulada y arrojan una nueva estrategia experimental para incrementar
la produccion de los ramnolipidos en cepas con virulencia reducida 6 no

virulentas.
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CONCLUSIONES

La produccion de ramnolipidos aumenta alrededor de dos veces cuando se
usa la construccion PHERD20TAB en la cepa modelo de estudio
Pseudomonas aeruginosa PAO1l a 0.01% de arabinosa como inductor y
disminuye a niveles parecidos al control cuando se usa dicha construccion a

una concentracion de 0.1% de arabinosa como inducto r.

PERSPECTIVAS

Esta construccion puede ser utilizada para sobreproducir ramnolipidos en otras
cepas de P, aeruginosa no virulentas 6 con virulencia reducida que puedan ser
usadas en la industria.

Medicion de PHA’s en la cepa PAOL1 con la construccion rhlAB a las distintas
concentraciones de inductor utilizadas en este trabajo.

Determinacion del efecto del producto de RhIB a distintas concentraciones en la
enzima RhIC y del tipo de inhibicién que se presenta.

Clonar el operén de dTP-L-ramnosa junto con rhlAB en la cepa modelo de estudio
PAO1 y medicién de ramnolipidos a las distintas concentraciones de inductor
utilizadas.

Realizacion de un Western Blot para comprobar la sobre-expresion de las
proteinas RhIA y RhIB en la cepa de estudio Pseudomonas aeruginosa PAO1 con
la construccion PHERD20TAB a las distintas concentraciones de inductor
utilizadas.

Clonar rhIB en la cepa PAO1 para conocer si esta enzima es limitante en la
produccion de ramnolipidos.
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