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ABREVIATURAS

ACP

Proteina acarreadora de grupo acilo.

CoA

Grupo coenzima A. Un acido pantoténico que contiene nucledtido y que funciona en
el metabolismo de los acidos grasos, cuerpos ceténicos y aminoacidos.

dTDP-L-ramnosa

Nombre del compuesto desoxi-timidina-di-fosfato-L-ramnosa, precursor en las
sintesis de los lipopolisacaridos y de los ramnolipidos en P. aeruginosa

HAAs

Nombre en inglés (3-(3-hydroxyalkanoyloxy) alkanoic acids) del dimero de acidos
grasos B-hidroxidecanoil B-hidroxidecanoato. Precursor esencial en la sintesis de los
ramnolipidos (rhls) en P. aeruginosa.

lasRlI

Primer sistema regulatorio (/asl/lasR) en la respuesta sensora de quérum en
P.aeruginosa. Activa al sistema rhl y estos dos sistemas forman una cascada
regulatoria.

Lasl

Proteina codificada por el gen las/, se encarga de producir la sefial quimica o
autoinductor N-(3-oxododecanoil)-L-homoserin-lactona, en P. aeruginosa.

LasR

Activador transcripcional dependiente de la densidad celular que es codificado por el
gen lasR. Se une al autoinductor N-(3-oxododecanoil)-L-homoserin-lactona para
activar al sistema rhl y la sintesis de algunos factores de virulencia en P. aeruginosa.

phaC

Gen que codifica para la sintesis de la PHA polimerasa (PhaC), cuya funcién es la de
polimerizar los polihidroxialcanoatos.

phaG

Gen que codifica para la sintesis de la transacilasa PhaG, cuya funcién es la de
transferir el grupo ACP de la molécula 3-hidroxiacil-ACP por el grupo CoA.

PHAs

Abreviacion de los polihidroxialcanoatos, que son polimeros que se almacenan
dentro de las células de P. aeruginosa.

PPGAS

Nombre del medio liquido de cultivo que favorece la produccién de los ramnolipidos
en P. aeruginosa.

rhiRI

Segundo sistema regulatorio (rhll/rhIR) en la respuesta sensora de quérum en
P.aeruginosa. Depende del sistema las para activarse y estos dos sistemas forman
una cascada regulatoria.

Rhll

Proteina codificada por el gen rhll, se encarga de producir la sefial quimica o
autoinductor N-butiril-L-homoserin-lactona en P. aeruginosa.

RhIR

Activador transcripcional dependiente de la densidad celular codificado por el gen
rhIR. Se une al autoinductor N-butiril-L-homoserin-lactona para activar la sintesis de
algunosfactores de virulencia en P. aeruginosa

rhiA

Gen que codifica la sintesis de la proteina RhIA, cuya funcion es formar el dimero de
acidos grasos (HAAs) que se emplean como sustrato en la sintesis de ramnolipidos en
P.aeruginosa.

rhiAB

Operodn que codifica las enzimas para la sintesis de mono-ramnolipidos en P.
aeruginosa.

rhiB

Gen que codifica la sintesis de la proteina RhIB, que se encarga de transferir la
ramnosa de la dTDP-Lramnosa al dimero de acidos grasos (HAAs) para sintetizar los
mono-ramnolipidos en P.aeruginosa

rhiC

Gen que codifica la sintesis de la proteina RhIC, cuya funcion es sintetizar los di-
ramnolipidos en P. aeruginosa.

Rhls

Abrebiatura de los ramnolipidos, que son biosurfactantes glicolipidos excretados al
medio y producidos por P. aeruginosa.

rmIBDAC

Operdn que codifica las enzimas para la sintesis de la dTDP-L-ramnosa.




RESUMEN

El biosurfactante ramnolipido (rhl) factor asociado de virulencia y los polihdroxialcanoatos (PHAs)
compuestos de almacenamiento energético, ambos con aplicaciones potenciales biotecnoldgicas
son producidos desde un precursor en comun por Pseudomonas aeruginosa a través de dos rutas
de sintesis estrechamente relacionadas. Debido a las utilidades potenciales de los rhls se han
disefiado estrategias de ingenieria genética para aumentar los niveles de produccion
sobreexpresando tanto en Pseudomonas como en hospederos heterélogos (E. coli) las dos
primeras enzimas de la ruta de sintesis RhlA y RhIB obteniendo un aumento en los niveles de
sintesis, en este trabajo se encontré que hay una disminucion de rhls al sobreexpresar unicamente
a RhlA indicando que un aumento de esta enzima no incrementa los niveles del biosurfactante.
Por otro lado se encontré que RhlA puede participar en la ruta de los PHAs ya que estos
aumentaron al sobreexpresar a esta enzima indicando que RhIA puede sintetizar un precursor
comun en ambas rutas, ademas se sugiere que RhlA tiene actividad transacilasa esto es transfiere
la proteina acarreadora de grupo acilo (ACP) que estd unido a los acidos grasos 3-hidroxi por el
grupo Coenzima A (CoA), ya que también se observd un aumento de PHAs al sobreexpresar a esta
enzima en una mutante phaG (gen que codifica para la enzima con actividad transacilasas PhaG
formando parte en la ruta de sintesis de los PHAs).



INTRODUCCION

Las bacterias forman parte de los procariontes, las células procariotas carecen de estructuras
delimitadas por membrana Illamadas organulos, dentro de los procariontes hay dos grupos las
arqueas y bacterias. Aunque estos dos grupos comparten una estructura de tipo procariota se
diferencian entre si por su historia evolutiva, las arqueas generalmente viven en condiciones
extremas de temperatura o salinidad y no se conoce ningln patégeno humano, mientras que las
bacterias establecen relaciones frecuentemente con los eucariontes (Madigan et al., 2003).

Durante siglos se aislaron bacterias relacionadas tanto con el desarrollo de enfermedades en el
hombre como en su uso en biotecnologia, por ejemplo en la industria de los alimentos, entre
otras, y se les clasificd segin algunas propiedades morfoldgicas tales como bacilos, cocos o
espiroquetas; de tincién, por ejemplo la coloracién de Gram, siendo Gram postiivas las bacterias
gue se visualizan de color moradas y Gram negativas las bacterias que se tifien de color rosa
debido a las diferencias en sus paredes celulares (Fig. 1) y sus propiedades bioquimicas como la
utilizacion de fuentes de carbono. Esta clasificacion no permitia, sin embargo, establecer
relaciones taxondmicas entre estos organismos, ni su relacién evolutiva con los organismos
eucariontes (www.biblioweb.tic.unam.mx/libros/microbios/Cap1/).

Esto cambid cuando se usaron las secuencias de algunas moléculas presentes en todas las células
como relojes moleculares y se pudo establecer un arbol filogenético de todos los seres vivos. La
molécula usada como reloj molecular de la que hay mas informaciéon disponible es el RNA de la
subunidad pequefia de los ribosomas (srRNA). Mediante la medicién de la tasa de cambio de esta
molécula entre distintos organismos se ha podido construir un verdadero arbol de la vida en la
que se distinguen tres grandes dominios: Bacteria, Archaeay Eukarya (Delongy Pace, 2001)

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria que tiene importancia para el hombre tanto porque le
representa problemas como porque le puede ser util. Esta bacteria que se encuentra ampliamente
distribuida en la naturaleza, se puede aislar de muestras de suelo, agua, asi como de plantas,
animales y hasta de personas sanas. Todos estamos cotidianamente en contacto con ella, como
con otras bacterias sin embargo, al ser un patégeno oportunista, infecta a personas con bajas
defensas, tales como individuos con quemaduras, pacientes en terapia intensiva, con SIDA y con
gran frecuencia los pulmones de pacientes con fibrosis quistica, un padecimiento genético. En
muchos de estos casos la infeccion es mortal pues tiene una alta resistencia natural a diversos
antibidticos. Todas estas caracteristicas conllevan a que las infecciones por P. aeruginosa
representen un problema de salud importante.

Esta bacteria tiene diversas aplicaciones biotecnoldgicas, sobre todo en el area ambiental. Asi, se
sabe que es uno de los pocos organismos capaces de degradar compuestos contaminantes como
los alcanos de cadena ramificada, ya que produce el biosurfactante ramnolipido que es util para la
limpieza de suelos contaminados con hidrocarburos o con metales pesados. Por otra parte, P.
aeruginosa produce los ramnolipidos de una manera coordinada con diversos factores que
intervienen en la virulencia de la bacteria. Asi que entender la regulacién de la produccién de



ramnolipidos permite entender los mecanismos de virulencia de la bacteria y proponer estrategias
para combatir sus infecciones.

Desde un enfoque bdsico P. aeruginosa representa un modelo de gran interés que ha sido
estudiado desde multiples enfoques. De hecho es una de las bacterias mas estudiadas en el nivel
molecular y el genoma de varias cepas ha sido secuenciado. Esta bacteria representa, pues, un
modelo fascinante que nos permite estudiar desde problemas basicos de su biologia y evoluciéon
como abordar aspectos de interés biotecnoldgico y médico
(www.biblioweb.tic.unam.mx/libros/microbios/Cap3/).

Gram positiva

Peptidoglicano Peptidogicano

Membra wa

Penplasma
Mambrana exte wa
(WpopoRksacando ; protaina)

o~ Membrana

Membrana externa

Membrana

citoplasmanca
Peptidoglicano

Peptidoglicano
Membrana
ctoplasmatica

Fig. 1 Paredes celulares de bacterias Gram-positivas y Gram-negativas (Madigan et al., 2003).



MARCO TEORICO

Pseudomonas

Dentro del dominio Bacteria la divisién Proteobacteria es el phylum mas amplio y diverso, son
bacterias Gram negativas, con una gran diversidad metabdlica y representan la mayoria de las
bacterias con importancia clinica industrial o agricola. Estd formado por 5 grupos que han sido
denominados por las letras griegas alfa, beta, gamma, delta y épsilon. En el grupo gamma se
encuentra el género Pseudomonas que son bacilos rectos o curvados, aerobios que crecen a pH
neutro en un rango mesofilico de temperatura (Madigan et al., 2003).

Estan ampliamente distribuidos en la naturaleza y en situaciones especificas tienen un
comportamiento patégeno. Por lo tanto, Pseudomonas puede ocupar practicamente cualquier
nicho ecoldgico incluyendo hospederos vivos tales como organismos unicelulares, plantas,
insectos y animales incluyendo al hombre (Ramos y Levesque, 2004).

Es un género muy diverso son positivos a la prueba de la catalasa también normalmente a la
oxidasa, y son raramente inmdviles. Las células pueden poseer un uUnico flagelo o bastantes
flagelos polares. Los flagelos laterales son raros. Miembros de este género son muy adaptables a
diferentes substratos de carbono y nitrégeno, asi como a minimas cantidades de compuestos
organicos. Frecuentemente dominan en ambientes aerobios, no pueden crecer en ausencia de
oxigeno a menos que haya un Gtil aceptor de electrones como el nitrato; ademas estan presentes
en un intervalo limitado de substratos de carbono orgédnico para su utilizacion (Cullimore, 2000).



Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa es un bacilo recto o ligeramente curvo, mide de 0.5a 0.8 umx1.5a4
pm y suele presentarse en forma individual, aunque ocasionalmente se le puede observar en
pares o en cadenas cortas (Fig. 2). Posee un flagelo polar Unico que le confiere una gran movilidad,
la cual aumenta en algunas cepas en las que se evidencian hasta tres flagelos polares; esta especie
no es capsulada ni esporulada y en frotis tefiidos es indiferenciable de las enterobacterias
(Fernandez, 1998), crece con facilidad en diversos medios y produce en ocasiones un olor dulce y
forma colonias lisas redondas (Valdez, 1998).

Fig. 2 Bacilos de Pseudomonas aeruginosa (www.pseudomonas.com).

P. aeruginosa tiene tres formas principales de movilidad en funcién de la viscosidad del medio. P.
aeruginosa utiliza su Unico flagelo polar para nadar en medios acuosos y en bajas concentraciones
de agar. La bacteria también posee pili tipo IV para realizar la motilidad por contraccién sobre
superficies sdlidas o interfaces. Ademds de la natacién y las contracciones, se ha observado
recientemente la motilidad de swarming en superficies semisdlidas o viscosas. Las bacterias
swarmer se diferencian en que son alargadas e hiperflageladas con dos flagelos polares. Esta
forma de movilidad requiere los flagelos, los pili tipo IV y la produccidn de biosurfactante (Yeung
etal., 2011).

P. aeruginosa produce pigmentos que difunden en el medio; el principal es la piocianina (del
griego “pus azul”) y corresponde a una fenacina no fluorescente de color azul-verdoso con pH
neutro o ligeramente alcalino; otro pigmento es la pioverdina (fluoresceina) que es de color
amarillo o amarillo-verdoso. Cabe sefialar que la piocianina sélo es producida por este tipo de
bacterias (Fernandez, 1998).

Pseudomonas utiliza eficazmente una amplia gama de compuestos organicos como fuentes de
carbono y nitrégeno (Yeung et al., 2011). Cuando el oxigeno no estd disponible, una alternativa
como aceptor de electrones incluye el nitrato, nitrito o el 6xido nitroso. En condiciones
anoxigénicas la arginina puede ser catabolizada por fosforilacién en el nivel de sustrato y servir
como fuente de energia para el crecimiento anaerobio (Filiatrault et al., 2006).



Pseudomonas aeruginosa es una bacteria ambiental que puede ser asilada de muchos habitats
diferentes, incluyendo el agua y el suelo, pero es también un patdégeno oportunista que causa
serias infecciones nosocomiales (Soberdn-Chavez et al., 2005a). Es muy habil para causar
infecciones en muchos tipos de hospederos como insectos tales como Drosphila melanogastes,
plantas como en Arabidopsis thalliana y animales por ejemplo Caernorhabdtis elegans, incluyendo
al hombre (Delgado, 2009).

Pseudomonas aeruginosa es un importante patégeno oportunista humano que es responsable de
numerosos infecciones agudas y crdnicas, presenta un problemas considerable para los pacientes
con quemaduras graves, fibrosis quistica, y otros estados de inmunodeficiencia, esta bacteria
Gram-negativa es el patégeno predominante en la fibrosis quistica, ya que induce graves
inflamaciones que destruyen el tejido huésped sano (Yeung et al., 2011) y es la principal causa de
mortalidad en estos individuos (Filiatrault et al., 2006).

Las infecciones por P. aeruginosa son particularmente dificiles de tratar debido a la resistencias
intrinseca de la bacteria a un amplio espectro de agentes antimicrobianos y a su repertorio de
factores de virulencia (Yeung et al., 2011). Por otra parte, se ha demostrado que en el huésped
infectado, las bacterias residen en biofilms, que son también muy resistentes al tratamiento con
antibioticos. Por estas razones, la identificacion de nuevos objetivos para la terapia se ha vuelto
extremadamente importante (Filiatrault et al., 2006).

La cepa PAO1 tiene un cromosoma circular con un tamafio de 6 264 403 nucleédtidos. Su contenido
de guanina-citosina (G+C) es alto, ya que cuenta con 66.7% de éstos dos nucleétidos respecto al
total (www.pseudomonas.com).

Factores de virulencia

Un patégeno debe tener la capacidad de reconocer a su huésped especifico, asociarse con él,
explotar sus reservas de nutrientes y combatir sus respuestas de defensa. Para realizar estas
tareas, los patdgenos utilizan un extenso arsenal de factores relacionados con la virulencia. En P.
aeruginosa la comprensién de como infecta es sélo rudimentario ain queda mucho por aprender
acerca de los agentes infecciosos individuales esenciales para la patogenecidad y el mecanismo
por el cual estos elementos trabajan juntos durante la infeccién (Rahme et al., 2000). Aunque ya
han sido identificados los genes correspondientes a una gran variedad de estas causas de
virulencia o los genes que regulan la expresion de estos agentes (Rahme et al., 1997).

El proceso de infeccion de P. aeruginosa esta mediada por un conjunto de factores de virulencia
asociados con las células y productos secretados (Prithiviraj et al., 2005). Los asociados a la célula
incluyen pili, flagelos, lipopolisacarido, un sistema de secrecidn tipo lll y alginato. Los productos
secretados incluyen toxinas de bajo peso molecular, tales como fenacinas, ramnolipidos, proteasas
y fosfolipasas. Ademas de proteinas necesarias para la expresion o la secrecidén de estas moléculas,
a menudo en respuesta a determinados estimulos ambientales (Choi et al., 2002).

La sintesis de varios factores de virulencia extracelulares de P. aeruginosa son regulados por los
estimulos ambientales y nutricionales (Rahme et al., 2000). La produccién del biosurfactante



ramnolipido por P. aeruginosa es modulada por el carbono vy las fuentes de fosforo disponible. Del
mismo modo, la induccidn del sistema de secrecidn tipo Ill, un factor clave de infeccidn, puede ser
regulada por el nivel de calcio presente ademds muchos de estos factores estan regulados por
sistema sensor de quérum (Palmer et al., 2005).

Sistema sensor de quérum

Se ha demostrado que muchas bacterias se comunican mediante un proceso conocido como
respuesta sensora de quérum para coordinar el comportamiento de la poblaciéon en respuesta a
sefiales ambientales. Pequefias moléculas, denominadas autoinductoras, son producidas por la
célula bacteriana y se acumulan en el medio ambiente en una alta densidad de poblacién. Una vez
que el nivel umbral intracelular de un autoinductor se alcanza, la molécula autoinductora se une a
su proteina reguladora transcripcional para activar o reprimir los genes blancos (Fig. 3). Este
comportamiento ha sido implicado en la regulacion del comportamiento celular y de virulencia
(Wagner et al., 2003).

Rhl R/ C4-HSL

otros factores de

virulencia
x
(+)

+ /

Rhl C Rhl1B

(Ramnosiltransferasa 2 Ramnosmransferasa 1)

1

Ramnolipidos

Fig. 3 Sistema sensor de qudrum rhiR. El sistema /asRl (no mostrado) regula a rh/IR que a su vez
regula la expresién de genes involucrados en factores de virulencia entre ellos los ramnolipidos
(Sanchez, 2010).

P. aeruginosa posee una respuesta sensora de qudérum, con dos sistemas completos que han sido
identificados, lasRI y rhIRI. Estos sistemas estan entrelazados de una manera jerarquica, el sistema
de lasR controla a el sistema rhIR, tanto en nivel transcripcional como postraduccional (Wagner et
al., 2003). La cascada sensora de quérum de P. aeruginosa estda mediada por autoinductores del
tipo homoserin lactonas que son sintetizadas por los productos de los genes lasl y rhll. La cascada
regulatoria es como sigue: la homoserin lactona sintetizada por Lasl se une al producto de /lasR
activandolo por lo que activa la expresién de varios genes entre ellos rhIR y rhll, Rhll produce una



homoserina lactona que se une al producto del gen rhIR activando la expresién de una variedad de
exoproductos relevantes para la patogénesis de P. aeruginosa; entre ellos activa la expresion de
los ramnolipidos (Rahme et al., 2000).

Biosurfactantes

Los surfactantes son compuestos anfifilicos que contienen varios sitios hidrofilos y lipdfilos. Debido
a su naturaleza dual, los surfactantes tienden a reducir la tensidon superficial y estabilizar nuevas
superficies creadas, pueden ser derivados tanto quimicamente (surfactantes quimicos o
surfactantes sintéticos) como de fuentes bioldgicas (biosurfactantes), es decir, de una planta,
animal o microorganismo, pero este término se utiliza a menudo en un sentido mds amplio para
incluir surfactantes sintetizados a partir de materias primas naturales (Xu et al., 2011).

Los surfactantes biolégicos son moléculas que pueden ser producidos extracelularmente o como
parte de la membrana celular de levaduras, bacterias y hongos (Fontes et al., 2010). Las
principales funciones de los biosurfactantes incluyen solubilizacidon, emulsificacién, dispersion,
espumas y la capacidad de detergente, asi como actividad antimicrobiana en algunos casos (Xu et
al., 2011).

En comparacidn con sus equivalentes sintetizados quimicamente los biosurfactantes ramnolipidos
tienes muchas ventajas, son amigables al medio ambiente, biodegradables, menos tdxicos y no
son peligrosos. Tienen una mejor formacion de espuma y alta selectividad. Son activos a
temperaturas extremas, pH y salinidad también, y pueden ser producidos a partir de residuos
industriales y de sus subproductos (Pacwa-Plociniczak et al., 2011). Casi todos los surfactantes que
se utilizan actualmente son derivados quimicos del petrdleo, sin embargo, el interés en
surfactantes microbianos ha ido en constante aumento (Desai y Banat, 1997). Los biosurfactantes
han sido utilizados en diversas industrias solos 0 mezclados con otros biosurfactantes sintéticos
para ofrecer caracteristicas de rendimiento deseado. En la industria alimentaria, los
biosurfactantes proporcionan multiples funciones: actian como emulsionante, agentes
espumantes, estabilizantes, antioxidantes y antiadhesivos. El medio ambiente y la agricultura son
las principales dreas de utilizacion de biosurfactantes, donde juegan un papel importante en la
recuperacion de suelos, recuperacion de petrdleo, y la eliminacidon de patégenos de plantas. Los
biosurfactantes también han encontrado aplicaciones en detergentes, pinturas, revestimientos,
cosméticos y productos farmacéuticos (Xu et al., 2011).

Los biosurfactantes se clasifican principalmente por su composicidn quimica y su origen
microbiano. En general, su estructura incluye un resto hidréfilo compuesto de aminodcidos o
péptidos, aniones o cationes, mono-, di-, o polisacdridos, y un resto hidréfobo compuesto de
acidos insaturados, o acidos grasos; en consecuencia, las principales clases de biosurfactantes
incluyen glicolipidos, lipopéptidos y lipoproteinas, fosfolipidos y acidos grasos, surfactantes
poliméricos y particulas de surfactantes (Desaia y Banat, 1997).



La mayoria de biosurfactantes conocidos son glicolipidos. Son carbohidratos en combinacién con
un acido alifatico de larga cadena o 4cidos hidroxialifaticos. Entre los glicolipidos, los mas
conocidos estan los ramnolipidos, trehalolipidos y los soforolipidos (Desai y Banat, 1997).

Ramnolipidos.

Propiedades fisicoquimicas de los ramnolipidos

Son solubles en agua y en disolventes polares como metanol, cloroformo y éter etilico y en
disoluciones alcalinas, y estabilizan las emulsiones de compuestos hidrofébicos en agua como
aceites, alcanos, compuestos aromaticos, petréleo o queroseno.

Los ramnolipidos poseen grupos carboxilicos ionizables que hacen que se comporten como
tensoactivos anidnicos a valores de pH > 4 mientras que a pH < 2 el anillo de azucar se degrada
completamente (Sanchez, 2010).

Funcion de ramnolipidos

Aunque los ramnolipidos han sido ampliamente estudiados, su funcién natural sigue siendo muy
especulativa. En realidad parecen desempefiar multiples funciones tales como la toma de
nutrientes, patogénesis y en un tipo de motilidad celular (Soberdn- Chavez et al., 2005b), debido a
sus caracteristicas tensoactivas promueven la captacidon de sustratos hidrofdbicos, especialmente
hidrocarburos tales como n-alcanos (Fig. 4) (Zhang y Miller, 1995).
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Fig. 4 Participacién de los ramnolipidos en la absorcién de hidrocarburos (Das y Chandran, 2011).
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Los ramnolipidos muestran actividad antibacteriana contra la mayoria de Gram-positivas y
también algunos Gram-negativos. Ademas es antiviral, antifungico, micoplasmicida, algicida,
zoosporicida, y se han reportado con actividad antiamibico (Soberdn-Chavez et al., 2005b).

Los ramnolipidos funcionan como un factor de virulencia (hemolisinas estables al calor) ya que
estdn regulados por respuesta sensora de quérum, mecanismos que controla la produccién de la
mayoria de los factores de virulencia en P. aeruginosa (Smith e Iglewski, 2003).

Los dimeros de acidos grasos (HAAs) componentes de los ramnolipidos que también tienen
propiedades tensoactivas son requeridos para la motilidad de swarming (movilidad en superficies
semisodlidas o viscosas, que ademas requiere flagelos y pili tipo IV); se ha propuesto que este
comportamiento estd relacionado con el desarrollo de biopeliculas, por lo que al ser los HAAs
parte de los ramnolipidos se ha propuesto que este biosurfactante juega un papel central en Ia
formacién de las biopeliculas (Soberén-Chavez et al., 2005b).

Estructura de los ramnolipidos

Los ramnolipidos estan tipicamente constituidos de un dimero de acidos grasos 3-hidroxi (HAAs)
unidos por un enlace beta glicosidico a una o dos ramnosas (Fig. 5), los ramnolipidos mas
abundantes en cultivos liquidos de Pseudomonas aeruginosa son los formados por el dimero de
acido graso B-hidroxidecanoil B-hidroxidecanoato unido a una molécula de ramnosa (mono-
ramnolipidos) o a dos moléculas de ramnosa (di-ramnolipidos) (Déziel et al, 1999).

CHy CH,
|H_C|.-‘.}¢ C.IH.-CI},.- O
OH O o
\LH' e mn =4 o8
oH OH
Mono-ramnolipidos
CHy CH,
I'H"I::I:'jf o I“‘E:'}" o
T 0 ] OH
oM I'_).O
\LH' & m.n =4 o8
oH 9
Dr!__ o
CH. , Di-ramnolipidos
OH gy
CH CH
:H.{:;.q}; OIH"CI'V o
H,0 g OH

mAa=d ol

Fig. 5 Estructura quimica de ramnolipidos y el dimero de &cidos grasos (HAAs) (Soberdn-Chavez
et al, 2005Db).
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Aplicacion biotecnolégica de los ramnolipidos.

Los ramnolipidos son atractivos como una alternativa para sustituir los surfactantes sintetizados
guimicamente debido a su compatibilidad ambiental, por su posible produccion mediante
fermentacién, por su gran aplicacién industrial y ambiental debido a sus propiedades tensoactivas.
Sin embargo, son poco competitivos con los productos quimicos establecidos debido a su alto
costo de produccién

Los ramnolipidos son utilizados ampliamente en diversas areas como en la produccidn de quimicos
finos, para caracterizar superficies y capas superficiales, en la elaboracién de productos
cosméticos y farmacéuticos, en el tratamiento como aditivos para la remediacion ambiental y
como agentes de control bioldgico

Los ramnolipidos en particular han sido empleados en grandes cantidades como aditivos en las
industrias de cosméticos y de cuidados de la salud para hacer una gran variedad de productos
incluyendo liposomas y emulsiones, repelentes de insectos, antidcidos, cojinetes para el acné,
productos anti-caspa, soluciones para lentes de contacto, productos para pintar y cuidar el
cabello, desodorantes, productos para las uias, lapices labiales, sombras para ojos, mascarillas,
pasta dental, aclaradores dentales, antitranspirantes, condones lubricados, productos para bebes,
productos para el cuidado de los pies, antisépticos, productos para afeitar, depilar y en
humidificadores. Ademas, tienen actividad biolégica como agentes de biocontrol debido a su
efecto sobre plantas y plagas de éstas (Delgado, 2009).

Ruta biosintética de los ramnolipidos.

En la produccién de ramnolipidos por Pseudomonas aeruginosa la porcién lipidica y la glicidica son
sintetizadas de novo. En la ruta biosintética de los ramnolipidos actian como moléculas
precursoras (dTP-L-ramosa) procedente de la gluconeogénesis y B-hidroxidcidos procedentes de la
sintesis de novo de acidos grasos. La parte hidrofébica del glicolipido incluye la accién de RhIA que
cataliza la transferencia de grupos B-hidroxialcanoilo desde la proteina transportadora de grupos
acilo (ACP) para dar lugar a los HAA generalmente con diez atomos de carbono.

La glucosa procedente de la gluconeogénesis tras sucesivas reacciones se produce dTP-L-ramosa y
tienen lugar dos reacciones de glicosilaciéon (Fig. 6) llevadas a cabo por dos enzimas
ramnosiltransferasas especificas, RhIB o ramnosiltransferasa 1 (Rt1) y RhIC o ramnosiltransferasa 2
(Rt2) (Sanchez, 2010).
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Fig. 6 Ruta de biosintesis de los ramnolipidos (Delgado, 2009).

Los polipéptidos RhlA y RHIB estan codificados en el operdn rhiAB (Ochsner et al., 1994), mientras
que la proteina RhIC no forma parte del operén rhiAB. El operdn rhlAB y el gen rhiIC estan
regulados a nivel transcripcional a través de la respuesta sensora de quérum por RhIR (Rahim et
al., 2001).

Las enzimas involucradas en la sintesis del precursor ramnolipido dTDP-L-ramnosa estan
codificadas por los genes rmlA, rmIB, rml y rmID formando el operon rm/BDAC (Rahim et al.,
2000) y se ha visto que el precursor dTDP-L-ramnosa es el substrato limitante de RhIB para la
produccién de ramnolipidos en Eschcerichica coli que expresan el operon rhlIAB (Cabrera-
Valladares et al., 2006).

Medio ambiente y crecimiento

La produccion de ramnolipidos es maxima en la fase estacionaria de crecimiento (Zhu y Rock,
2008), parece posible con muchas fuentes de carbono que soportan el crecimiento bacteriano. Sin
embargo, en aceite de origen vegetal como la soya, maiz, la canola y olivo proporciona la mayor
productividad (Soberdn- Chavez et al., 2005b).

Polihidroxialcanoatos

Polihidroxialcanoatos y su relaciéon con los ramnolipidos.
Los polihidroxialcanoatos (PHAs) compuestos de almacenamiento de energia y carbono (Fig. 7)
sintetizados por una amplia variedad de especies bacterianas ya sea Gram-positivas y Gram-
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negativas (Madison y Huisman, 1999), estan cercanamente relacionados con los rhis ya que en sus
rutas de sintesis utilizan los mismos substratos acidos grasos (Soberén-Chavez et al., 2005a).

Fig. 7 Granulos de PHAs en Pseudomonas aeruginosa (Timm y Steinbiichel, 1990).

Estructura de los polihidroxialcanoatos

Los PHAs son compuestos carbonados formados por polimeros lineales que se acumulan dentro
de la célula llegando a niveles de hasta el 90% del peso seco celular (Fig. 8). Estos polimeros estan
hechos de mondmeros de acidos grasos 3-hidroxi, con carbonos que ranquean de 6 a 14 dtomos
teniendo una masa molecular que esta entre 50 000 a 1 000 000 Da (Madison y Huisman, 1999).

o—ta

L.

Ho-| ﬂ (CHa)x

rL——>0—=

Fig. 8 Estructura quimica del mondémero de los polihidroxialcanoatos; (R=C1-C13, X=1-4 y n=100-
300 000) (Kabilan et al., 2012).

Ruta biosintética de los polihidroxialcanoatos.

En Pseudomonas aeruginosa los intermediarios 3-hidroxi unidos a la proteina portadora de grupo
acilo (ACP) producto de la sintesis de novo de acidos grasos, son los sustratos de PhaG, una
transacilasa que realiza la transferencia del grupo ACP a la coenzima A (CoA), después el producto
es tomado por PhaC, enzima encargada de la polimerizacidon que genera los PHAs (Fig. 9) (Fiedler
et al, 2000). La composicién de los PHA depende de la PHA sintasa, la fuente de carbono y la ruta
metabdlica. Cuando se utiliza como uUnica fuente de carbono acidos graso de longitud de cadena
media la oxidacidn es la principal ruta, mientras que cuando se utiliza fuentes no relacionadas de
carbono como son la fructosa, glucosa o acetato la sintesis de novo de acidos grasos es la principal
ruta (Huijberts et al., 1999).
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Biosintesis de los acidos grasos
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Fig. 9 Ruta de biosintesis de los polihidroxialcanoatos (Delgado, 2009).

Aplicacion biotecnoldgica de los polihidroxialcanoatos
Los PHAs son de importancia biotecnoldgica ya que pueden ser usados para producir plasticos

biodegradables y asi sustituir los polimeros petroquimicos (Fig. 10). También pueden ser utilizados

como fuente de pequenas moléculas por su facil hidrélisis obteniendo mondémeros que se pueden

convertir en moléculas con aplicaciones potenciales como por ejemplo en la produccion de

solventes biodegradables, ademads que su costo de produccidn se puede disminuir ya que se puede

utilizar recursos renovables derivados de la agricultura para ser producidos (Madison y Huisman,
1999).

Fig. 10 Plasticos biodegradables generados a partir de polihidroxialacanoatos (Madison vy

Huisman, 1999).



Antecedentes inmediatos
Aungue RhIA es un paso necesario en la formacién de la fraccidn lipidica de los ramnolipidos, el
rol bioquimico preciso del producto del gen rhlA sigue sin estar claro (Zhu y Rock, 2008).

Se ha observado que en una rh/B mutante de P. aeruginosa produce HAAs libres, mientras que una
rhIA mutante no lo hace, indicando que la enzima esta involucrada en la sintesis de estos
compuestos y que junto con los ramnolipidos son liberados al medio de cultivo mostrando
también propiedades tensoactivas (Déziel et al., 2003; Lépine et at., 2002).

En investigaciones previas se propuso que los substratos de RhIA son hidroxiacidos grasos unidos
a ACP vy sus productos son dimeros de hidroxidcidos grasos unidos a CoA, los cuales son los
precursores HAAs. Es decir se propuso que RhIA es el responsable de la sintesis del acido graso
unido a CoA, que es a su vez es un HAAs y precursor de los ramnolipidos. Este rol propuesto de
RhIA estd basado en su homologia con PhaG enzima involucrada en la sintesis de PHAs que
convierte acidos grasos unidos a ACP a derivados unidos a CoA (Déziel et al., 2003).

En una investigacién anterior cuyo objetivo fue producir monoramnolipidos en E.coli, expresando
el operon rhlABRI y los genes involucrados en la sintesis del precursor ramnosa, se confirmé que
el producto de la actividad enzimatica de RhIA es el dimero de acido graso. De igual manera se
demostré que la expresién de rhlABRI en E.coli permite la expresion de los mismos ramnolipidos y
HAAs observados en P. aeruginosa, indicando que RhIA es la enzima responsable para la sintesis
de HAAs y de la parte acido graso de los ramnolipidos, ademas que RhlA es la responsable del tipo
de acido graso que sera incorporado en los HAAs y no la abundancia relativa de acidos grasos en la
célula.

También se determind que RhIAB cataliza la sintesis de ramnolipidos en E.coli a partir de glucosa o
acido oleico como Unica fuente de carbono, sugiriendo que RhIAB Puede usar dimeros grasos
unidos a ACP como a CoA en la produccién de ramnolipidos.

En otro estudio previo se reportd que RhIA no solo juega un rol en la sintesis del biosurfactante
ramnolipidos sino también en la produccion de polihidroxialcanoatos (PHAs) (Soberén-Chavez et
al., 2005a).

Se encontrd que existe una relacién metabdlica cercana en la sintesis de ramnolipidos y PHAs en
P. aeruginosa ya que en ambas rutas utilizan los mismos derivados acidos grasos como
precursores (Fig. 11) (Rehm et al., 2001).
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Fig. 11 Relacién metabdlica entre la ruta de sintesis de los ramnolipidos y polihdroxialcanoatos.
Ambas rutas utilizan el mismo intermediario graso (Zhu y Rock, 2008).

Al considerar la relacidn anterior descrita en la sintesis de ramnolipidos y PHAs, se reportd que
RhIA puede participar en la sintesis de un precursor comun de estos compuestos y propusieron
que la enzima RhIA tiene la actividad catalitica de formar dimeros de 4cidos grasos B-hidroxi
unidos a CoA y dimeros de acidos grasos B-hidroxi unidos a ACP que pueden ser usados por RhIB
para formar mono-ramnolipidos. Ademas se sugiere que los dimeros acidos grasos sintetizados
por RhIA pueden ser usados como substratos para producir PHAs (Soberén-Chavez et al., 2005b).

En este reporte se dice ademas que la expresién del operédn rhlAB en un plasmido podria llevar a
una alta produccién de ramnollipidos o PHAs dependiendo de la cepa de P. ageruginosa que se
utilice (una cepa silvestre, o una mutante en el gen rhlA respectivamente). A partir de lo anterior
sugieren que el flujo de las reacciones que conducen a los 3 productos que dependen de la
actividad de la enzima RhIA (HAAs, rhls y PHAs) esta determinado por la actividad de las enzimas
que usan los dimeros de 4cidos grasos B-hidroxi unidos a CoA o ACP como substrato y a la relativa
concentracién de estos metabolitos.

Los datos mostrados en esta seccidn nos permiten tener un mejor entendimiento de la funcién

que tiene la enzima RhIA en la produccidon de ramnolipidos y del papel central en la ruta
metabdlica de este biosurfactante.
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JUSTIFICACION

Los biosurfactantes ramnolipidos tienen ventajas como son baja irritabilidad, compatibilidad con Ia
piel, posible produccidon por fermentacidn y compatibilidad ambiental comparados con los
surfactantes de origen quimico. Con base en el gran potencial que los biosurfactantes
ramnolipidos tienen en aplicaciones industriales y en el medio ambiente como en remediacién de
suelos contaminados por hidrocarburos y metales pesados, es importante entender de forma
precisa las rutas de biosintesis en Pseudomonas que permitan un aumento en la produccién con el
fin de poder construir por ingenieria genética cepas eficientes en la sintesis de estas moléculas, y
asi puedan ser utilizados a gran escala y competir con los surfactantes de origen quimico. Asi
como la posible relaciéon de su ruta biosintética con otras rutas de biosintesis de moléculas con
potencial biotecnolégico como los PHAs.

Se ha reportado que las rutas de sintesis de los rhls y PHAs estan cercanamente relacionadas, ya
qgue en ambas se utilizan los mismos substratos acidos grasos; ademas, en una investigacion en la
gue aumentaron la cantidad de ramnolipidos en Pseudomonas aeruginosa al sobreexpresar las
enzimas RhlA y RhIB se propuso que los dimeros de acidos grasos producto de RhIA también
pueden ser utilizados por las enzimas involucradas en la sintesis de PHAs. Por ultimo aunque se ha
identificado que RhIA forma los HAAs no se saben cual es su papel bioquimico preciso, se ha
propuesto que debido a su homologia con PhaG, también tiene actividad transacilasa.

Con estos antecedentes se generan los objetivos de este trabajo que son estudiar el efecto que
tiene la sobreexpresion Unicamente de la enzima RhIA en la produccién de rhls proponiendo que
habrd un aumento de rhlis indicando que la cantidad de esta enzima es limitante en la abundancia
de los rhls, estudiar el efecto que tiene la sobreexpresion de la enzima RhlA en la sintesis de PHAs
esperando un aumento de estos lo cual indicaria que la enzima RhIA puede participar en su ruta de
sintesis y estudiar el efecto que tiene la sobreexpresion de la enzima RhlIA en la sintesis de rhls y
PHAs en una mutante phaG esperando que RhlA pueda complementar la funcién de la enzima
PhaG vy asi indicar que tiene capacidad transacilasa.
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HIPOTESIS DE LA INVESTIGACION

Ya que RhIA tiene un papel central en la produccidon de ramnolipidos (rhls) debido a que es la
primera enzima de la ruta de sintesis de estas moléculas, responsable de formar los dimeros de
acidos grasos (HAAs) que forman la parte acil de ellas, se propone que al sobreexpresar a RhlA en
Pseudomonas aeruginosa habra una mayor abundancia de su producto, los HAAs, teniendo mas
sustrato que podra ser llevado a la ruta de sintesis aumentando los niveles del biosurfactante,
indicando que la abundancia de la enzima se relaciona con un aumento o disminucién en la
cantidad de los rhls, es decir es limitante en la produccién. Ademds, debido a que los HAAs estan
formados por acidos grasos que sirven como substrato para la sintesis de los PHAs, se propone
que la enzima puede participar en la ruta de sintesis de estos compuestos.

OBJETIVO GENERAL

e Estudiar el efecto de RhIA en la produccién de ramnolipidos y polihidroxialcanoatos
sobreproduciendo esta enzima en Pseudomonas aeruginosa PAO1.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Clonar el gen estructural rhiA en el vector de expresion inducible por arabinosa pHERD20T.

e Expresar la enzima RhIA a diferentes concentraciones de arabinosa (0, 0.1 y 1 %) en
Pseudomonas aeruginosa PAO1 en medio PPGAS a 37°C por 24 horas y cuantificar la
produccién de ramnolipidos y polihidroxialcanoatos.

e Expresar la enzima RhIA a diferentes concentraciones de arabinosa (0, 0.1 y 1 %) en

Pseudomonas aeruginosa y en una mutante phaG en medio PPGAS a 37°C por 24 horas y
cuantificar la produccidn de ramnolipidos y polihidroxialcanoatos.
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METODOLOGIA

Todos los kits mencionados se usaron bajo las recomendaciones del proveedor.
Disefio de oligonucledtidos para amplificacion del gen rhiA

Se disefié dos oligonucledtidos o primers (ver apéndice) con el programa FastPCR que se unen
en el inicio y término del gen estructural rh/A (oligonucledtido directo y oligonucledtido reverso)
que contiene adyacentes al coddn de inicio y coddn de término los sitios de restricciéon (BspHI y
Hindlll respectivamente), se amplificé el gen rhIA por PCR y digirié con las mismas enzimas de
restriccion al vector de expresidn y al gen rhlA amplificado y asi se ligd los productos de digestién.

Amplificacion del gen rhiA y ligacién en el vector pTZ57R/T

Se amplificd el gen estructural rh/A con la enzima phusion hot start (FINNZYMES) bajo las
recomendaciones del proveedor se usdé como molde DNA cromosomal de Pseudomonas
aeruginosa PAO1 BW, el producto de PCR se limpio usando el kit “Wizard® SV Gel and PCR Clean-
Up System” se ligd con el vector de clonacién pTZ57R/T marca fermentas. Se transformé el
pldsmido pTZ-rhlA usando el método de transformacién quimica en E. coli.

Purificaciéon de plasmidos e identificacion del vector PTZ57R/T con rhlA clonado

Se tomoé clonas (colonias) de la placa con células trasformadas, se cultivé en 15 ml de medio LBy
se dejo toda la noche a 37°C y a 220 RPM (revoluciones por minuto). Después de 12 hrs se purificd
los pldsmidos de cada colonia seleccionada por el kit “Bench Protocol: QlApreq Spin Miniprep Kit”.
Se realizé un mapa de restriccion digiriendo a los plasmidos con Hindlll que corta una sola vez en
el vector unido al gen y asi se identificd los plasmidos que contienen a rhlA por un patrén de
bandeo distinguible en gel en base al tamafo del vector unido al gen que es de 3774 nucledtidos
(pTZ57 R/T tiene 2886 nucledtidos y rhlA tiene 888) con una electroforesis en gel de agarosa al 1%
con los productos de digestion.

Ya que se identificéd los plasmidos purificados de las clonas seleccionadas que tenian a rhiA se
eligio uno de estos plasmidos y secuencid al Instituto de Biotecnologia de la UNAM, a dicha
secuencia se realizé un alineamiento con el gen rhlA de PAO1 silvestre para observar si no existia
mutaciones en rhlA clonado en el plasmido.

Subclonacidon de pTZ-rhiA al vector de expresion pHERD20T

Se transformé el plasmido pTZ-rh/A usando el método de transformacién quimica a una cepa de E.
coli que no metila ya que era necesario tener el DNA no metilado para poder liberar el fragmento
ya que la enzima BspHI es sensible a metilacion.

Se purificd el plasmido pTZ-rhlA con el kit Miniprep QUIAGEN, se realizd una digestién con las
enzimas de restriccion BspHI y Hindlll que reconocen las secuencias adyacentes a rh/A y se clono
en los sitios Ncol y Hindlll del vector de expresién inducible por arabinosa pHERD20T.
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Para corroborar que la clonacidn fue exitosa se realizé un patrén con la enzima Hindlll utilizando
como control el vector pHERD20T previamente digerido con la misma enzima de restriccion. Y se
verific6 nuevamente que no hubiera ninguna mutacién o cambio mandando a secuenciar el
pldsmido pHER20T-rh/A y haciendo un alineamiento con el genoma de PAO1.

Transformacion de pHERD20T-rhIA a Pseudomnas aeruginosa PAO1 BW y Pseudomnas
aeruginosa mutante phaG. Cuantificacion de ramnolipidos y polihidroxialcanoatos

Ya comprobado que los plasmidos purificados de la clona seleccionada tenian el gen rhlA sin
ninguna mutacién se transformé a células de P. aeruginosa PAO1 BW y P. aeruginosa mutante
phaG usando el método de transformacidn quimica y se realizd una curva de expresion con 0,0.1y
1% de arabinosa en medio PPGAS a 37°C durante 24 horas y se cuantificaron los ramnolipidos y
polihdroxialcanoatos (Apéndice).
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RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

A todos los datos se les realizo los siguientes analisis estadisticos: Test de Levene, ANOVA Yy test
de Tukey en el paquete MATLAB 7.11.0

Efecto de la sobreexpresion de RhlA en la produccion de

ramnolipidos.

Para conocer si la arabinosa afecta en la cuantificacion de los rhls, se midié la cantidad del
biosurfactante en el control PAO1 BW y en PAO1 BW con pHERD20T, ambos con 0, 0.1 y 1% de
arabinosa.

Los resultados mostrados en la grafica (fig. 12) indican que a 0 y 0.1% de induccion de arabinosa
no hay cambio en la produccion de rhls, pero a 1% hay un aumento en la deteccidén
estadisticamente significativo tanto en la PAO1 sin pHERD20T (F,;=25.4, P<0.01) como en la PAO1
con pHERD20T (F,5=51.92, P<0.01), mostrando que a este porcentaje de arabinosa si hay
interferencia en la medicién (se detectan los ramnolipidos por la presencia de azlcares reductores
después de la hidrdlisis) y por lo tanto no es un valor fiable.

400 -
— 350 -
E 300 -
~
g 250 -
—
(G 200 -
o
c 150 -
E 100 -
(1]
o 50 -
0
0 % arabinosa 0.1% 1% arabinosa |0 % arabinosa 0.1% 1% arabinosa
arabinosa arabinosa
PAO1 PAO1 + 20T

Fig. 12 Produccion de ramnolipidos en los controles de P. aeruginosa PAO1 BW y en PAO1 BW con
el vector de expresion inducible por arabinosa pHERD20T ambos con 0, 0.1 y 1% de arabinosa en
medio PPGAS, 24hrs a 37 °C.

22



Para saber si al aumentar la enzima RhlA incrementa la sintesis de rhls se midieron los niveles de
produccién del biosurfactante en el control PAO1 BW y en PAO1 BW transformado con el vector
de expresién inducible por arabinosa pHERD20T que lleva el gen clonado rhlA sin inducir (0 % de
arabinosa) e induciendo la sintesis de RhlIA a 0.1%.

En los resultados obtenidos que se observan en la Fig. 13 se muestra que a 0% de arabinosa no hay
diferencia en la cantidad de rhls con respecto al control, mientras que a 0.1% los niveles de rhls
disminuyen en un 61% siendo este grupo significativamente menor a los demas (F,;=13.4, P<0.01).
Esto indica que una mayor cantidad de RhIA no aumenta la sintesis de rhls debido probablemente
a que el dimero de acidos grasos (HAAs) sintetizado por RhIA se estd dirigiendo a la ruta de los
PHAs esto basandose en lo que Soberdn-Chavez et al, 2005a ha sugerido que los HAAs producto
de la enzima RhIA son un precursor comun de los rhls y PHAs explicando asi la disminucion en la
cantidad del biosurfactante.
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PAO1 PAO1 + rhlA
Fig. 13 Produccion de ramnolipidos en P. aeruginosa PAO1 BW como control y en PAO1 BW con

el vector de expresién inducible por arabinosa pHERD20T con el gen rhiA a 0, 0.1% de arabinosa
en medio PPGAS, 24hrs a 37 °C.
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Efecto de la sobreexpresion de RhlA en la produccion de

polidroxialcanoatos.

Ya que encontramos una disminucién en la produccién de rhls a 0.1% de induccién de la cepa
PAO1 BW que contiene el plasmido pHERD20T-rh/A y teniendo como antecedente que quiza el
producto de la enzima RhIA los HAAs se puede dirigir hacia la ruta de los PHAs se procedié a medir
a estos compuestos en las mismas condiciones.

De acuerdo con la Fig. 14 a 0% de arabinosa no hay aumento en los PHAS, mientras que a 0.1% los
PHAs son mayores (F,6=10.1, P<0.05) aumentando en un 60% mds con respecto a PAOL. Esto
indica que probablemente los HAAs producidos al sobreexpresar a RhlA son tomados en la ruta de
sintesis de los PHAs.
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Fig. 14 Produccién de polihidroxialcanoatos en P. aeruginosa PAO1 BW como control y en PAO1

BW con el vector de expresién inducible por arabinosa pHERD20T con el gen rhlA clonado con 0y
0.1% de arabinosa en medio PPGAS, 24hrs a 37 °C.
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Efecto de la sobreexpresion de RhlA en una mutante phat en la

produccion de ramnolipidos.

Al ver que quiza los HAAs formados por la sobreexpresion de RHIA se dirigen a los PHAs ya que
hay un aumento de estos polimeros, surge la pregunta de si la enzima RhIA puede tener una
funcién de transacilacién, ya que se ha sugerido que tiene funciones similares a PhaG (enzima con
funcidén transacilasa de la ruta de los PHAs) debido a su alta homologia estructural. Para responder
esa interrogante se cuantificdé primero los rhls en una mutante phaG, asi como en la misma
mutante phaG transformada con pHER20T-rhlA sin induccidn (0% de arabinosa) e inducido a 0.1
de arabinosa.

Con respecto a los niveles de los rhls en la grafica de la fig. 15 se observa que la mutante phaG
produce las mismas concentraciones que la PAO1 BW estos datos se corroboran con los resultados
de Choi et al, 2011, ya que también encontraron que no hay diferencia en la cantidad del
biosurfactante en una PAO1 y en una mutante phaG. Sin embargo, en este trabajo encontramos
que a 0.1% de induccién disminuyd la produccién de rhls en un 66% siendo estadisticamente
significativo (F39=21.2, P<0.01). Estos resultados indican que quizd otra vez el exceso de HAAs se
esta dirigiendo hacia la ruta de PHAs ya que se observé el mismo comportamiento en los niveles
de rhls al sobreexpresar RhlA en la PAO1 BW.
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Fig. 15 Produccion de ramnolipidos en los controles PAO1 BW y PAO1 mutante phaG, y en PAO1

mutante phaG con el vector de expresion inducible por arabinosa pHERD20T con el gen rhiA
clonado con 0, 0.1% de arabinosa en medio PPGAS, 24hrs y 37 °C.
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Efecto de la sobreexpresion de RhlA en una mutante phaG en la

produccion de polihidroxialcanoatos.

Al encontrar una disminucién en los rhls en la mutante phaG en la que se sobreexpreso a RhlA, se
espera que el exceso de HAAs se estén dirigiendo hacia la ruta de los PHAs, indicando que RhIA
complementa la funcién de la enzima phaG por lo que se procedié a medir los PHAs.

Con respecto a la produccidn de PHAs se observa en la Fig. 16 que hay una cantidad de PHAs en la
mutante phaG que es significativamente menor a PAO1 BW dato que concuerda con los resultados
de Choi et al, 2011. En la mutante phaG transformada sin induccién (0% de arabinosa) no hay
diferencia con respecto a la mutante phaG pero a 0.1 % de induccidn si hay un aumento de 3.5
veces mas que es significativamente mayor respecto a los tres grupos anteriores (F3s=34.56,
P<0.01), sugiriendo que no solo los HAAs son substrato en la ruta de los PHAs sino que la enzima
RhIA tiene funcidn de transacilasa ya que complemento a la mutante phaG. Es mas, este resultado
sugiere que los PHAs que se producen en la mutante phaG- son producto de la actividad de RhIA,
pues en P. putida que no tiene una enzima con la actividad de RhIA, la mutacién en phaG produce
una falta total de produccion de PHAs cuando se crece a las células con un aztcar como fuente de
carbono (Fiedler et al, 2000).
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Fig. 16 Produccién de polihidroxialcanoatos en los controles PAO1 y PAO1 mutante phaG, y en
PAO1 mutante phaG con el vector de expresién inducible por arabinosa pHERD20T con el gen rhlA
clonado con 0%, 0.1% de arabinosa en medio PPGAS, a 24hrsy 37 °C.
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Efecto de la sobreexpresion de RhlA en la produccion de mono y di-

ramnolipidos

Se realizd una placa de TLC para determinar de forma cualitativa la proporcién entre mono vy di-
ramnolipido de todas las condiciones de este trabajo. Generalmente el tipo de rhls que mas
predomina en los cultivos de Pseudomonas aeruginosa es el diramnolipido.

En la Figura. 17 se observa que hay una mayor proporcién de mono-ramnolipido al inducir a 0.1%
de arabinosa la expresion de RhlA con respecto a PAO1 y la mutante phaG. Esto sugiere que el
desbalance de las vias de produccion de rhls y de PHAs por el aumento en la actividad de RhIA,
afecta también la actividad de RhIC, lo que lleva a una baja en la produccién de ramnolipidos
totales en 0.1% de arabinosa.
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Fig. 17 Placa de TLC (Cromatografia de Placa fina) de los sobrenadantes de todas las muestras de
este trabajo y sus controles una ramnosa y una di-ramnosa.
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CONCLUSIONES

RhIA no parece ser la enzima limitante en la produccién de ramnolipidos

Al sobreexpresar la enzima RhIA en P. aeruginosa PAO1 BW no aumentd la produccion de
ramnolipidos, lo que sugiere que no es la enzima limitante en la ruta. Sin embargo, esto no puede
ser concluido totalmente debido al uso del producto de RhIA, los HAAs, en la produccion de PHAs.
Al contrario de lo esperado, encontramos que los niveles de produccion de rhls disminuyeron con
respecto al control al sobreexpresar RhlA. El resultado encontrado puede ser explicado por una o
mas de las razones que se mencionan a continuacién: debido a que el incremento de los HAAs se
dirijan a otra ruta metabdlica (probablemente la de sintesis de PHAs), sean excretados de la célula
o que al haber una saturaciéon de HAAs provoquen una disminucién de la actividad catalitica de
RhIB o de RhIC que son las dos siguientes enzimas en la ruta de sintesis reduciendo los niveles de
ramnolipidos.

RhIA participa en la produccidn de polihidroxialcanoatos.

Es probable que los HAAs formados al sobreexpesar a RhlA se dirijan hacia la ruta de los PHAs ya
gue estos aumentaron considerablemente con respeto al control, lo que indicaria que el exceso de
HAAs que no fueron tomados en la ruta de sintesis de los rhls, esto a partir de la poca produccion
de los rhls, fueron tomados por alguna de las enzimas involucradas en la ruta de sintesis de los
PHAs (probablemente PhaCl, una de las PHA sintasas) mostrando que el dimero de acidos grasos
(HAAs) producto de RhIA también puede participar en la ruta de los PHAs (por estar unido a CoA).

RhIA tiene funcion de transacilasa

Al medir los ramnolipidos y polihidroxialcanoatos en la mutante en phaG (enzima de la ruta de los
PHAs con funcién transacilasa) al sobreexpresar RhlA hay también una disminucién de rhls y un
aumento en los PHAs, lo que indica otra vez que los HAAs generados al inducir la enzima rhlA se
estan dirigiendo hacia los PHAs y que ademas sugiere que RhIA esta realizando la funcién de la
enzima PhaG. Lo cual indica que RhIA sintetiza sustratos que pueden ser utilizados por PhaC (la
sintasa de PHAs) indicando que tiene funcién de transacilacién. Esto es, toma como substratos
acidos grasos unidos a ACP y forma dimeros de acidos grasos unidos a CoA (HAAs-CoA), Sin excluir
gue RhIA este también produciendo HAAs-ACP (Fig. 18).
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Fig. 18 RhIA participa en la produccién de PHAs.
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La sobreexpresiéon de RHIA produce mas monoramnolipidos

Al realizar una placa de TLC con las muestras se observd que 0.1% de induccion la proporcién de
mono-rhls es mayor con respecto a PAO1 BW. Este resultado muestra que el aumento de HAAs y
su utilizacion para producir PHAs, causa un desbalance en la via de biosintesis de ramnolipidos que
pudiera llegar a inhibir la actividad de RhIC. La inhibicién de la actividad de esta ramnosil
transferasa podria contribuir en la reduccién de la producciéon de ramnolipidos totales.

PERSPECTIVAS

Para investigaciones futuras que den seguimiento a este trabajo y permitan encontrar rutas que
mejoren la produccion de ramnolipidos asi como la funcién precisa de la proteina RhIA se sugiere
lo siguiente:

Sobreexpresar a la enzima RhlIA en P. putida (que no produce rhls pero si PHAs) y en su mutante
en phAG para confirmar que RhIA puede dar sustrato a la ruta de PHAs y que tiene una funcidn
de transacilasa.

Medir la produccién de HAAs libres en PAO1, en su mutante phaG y en PAO1 junto con su mutante
phaG donde se sobreexprese en forma inducible a RhlA para ver hacia donde se dirigen los HAAS.

Sobreexpresar a RhlA y RHIB juntos en P. aeruginosa y ver el efecto en la producciéon de rhis y
PHAs para encontrar una ruta de ingenieria genética de sobreproduccién de rhis y la relacién con
la ruta de PHAs.

Construir una doble mutante rhlA y phaG en P. aeruginosa PAO1 para corroborar que ya no
produce PHAS, y en ella ver el efecto de la enzima RhlIA en la sintesis de PHAs. Esto confirmaria si
RhIA tiene una funcién de transacilasa.

Purificar la enzima RhlA y comprobar en vitro la actividad de transacilasa (dando como substratos
3-hidroxidecanoil-ACP y acetil-CoA y determinando la produccion de 3-hidroxidecanoil-3-
hidroxidecanoato-CoA).
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APENDICE

Medios de cultivo.

Medio de cultivo PPGAS

Reactivo Cantidad en gramos parall
Cloruro de amonio [0.02M] 1.068
Cloruro de potasio [0.02M] 1.492
Tris-HCI 6 MOPS [0.12M] 18.912
Peptona 1% 10
Glucosa 0.5% 25 ml
Sulfato de magnesio [0.0016M] 1.6 ml

Medio Luria — Bertani (LB)

Reactivo Cantidad en gramos parall
Tryptona 10
Extracto de levadura 5
NaCl 10
Bacto agar 5

Técnica para medir ramnolipidos (rhis) (Delgado, 2009)

Preparacion de la muestra

1. Sembrar un indéculo de la cepa de interés en el medio apropiado y dejar toda la noche.

2. Al dia siguiente subcultivar en medio de cultivo y a las condiciones que se van a determinar los
rhls.

3. Tomar 1 ml de medio de cultivo

4. Centrifugar en un tubo Eppendorf de 1.5 ml y desechar el pellet

5. Obtener el sobrenadante y poner 333 pl en un tubo Eppendorf de 1.5 ml (muestras por
triplicado).

Primera extraccion

6. Agregar 1 ml de éter y agitar por 30 segundos. Para mezclar perfectamente.
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7. Centrifugar a 13,000 rpm por 2 minutos.

8. Cambiar la fase acuosa superior que lleva los ramnolipidos a otro tubo Eppendorf de 1.5 mly
dejar destapado en la campana para permitir que se evapore el éter.

Segunda extraccién

9. Agregar 1 ml de éter y agitar por 30 seg. para mezclar perfectamente.
10. Centrifugar a 13,000 rpm por 2 minutos.

11. Cambiar la fase acuosa superior que lleva los ramnolipidos al tubo de la primera extraccién y
dejar en la campana para permitir que se evapore el éter.

Resuspender

12. Una vez evaporado el éter, agregar 1 ml de agua destilada y agitar para resuspender los
ramnolipidos.

Deteccién

Preparacion de la solucién de orcinol

Orcinol al 1.6 %.

H,S0, al 60 %.

13. En un nuevo tubo, agregar 100 ul de la muestra resuspendida de ramnolipidos y agregar 900 pl
de la solucion de orcinol.

14. Calentar a 80°C por 30 minutos.

15. Medir la absorbancia en el espectrofotémetro a 421 nm.

Técnica para medir polihidroxialcanoatos (PHAs) (Delgado, 2009)

Preparacion de la muestra

1. Sembrar un indéculo de la cepa de interés en el medio apropiado y dejar toda la noche.
2. Al dia siguiente subcultivar en medio de cultivo y a las condiciones que se van a determinar los
PHAs.

3. Tomar 10 ml de medio de cultivo.
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4. Centrifugar en un tubo Eppendorf de 1.5 ml y repetir hasta terminar los 10 ml y obtener el

paquete celular o botdn.

5. Afiadir 1 ml de hipoclorito de sodio comercial (Clorex) al 1.8 %.

NOTA: El cloro comercial (Clorex) sin diluir esta al 6 %.

6. Resuspender las células.

7. Incubar por 1 hora a la temperatura dptima de crecimiento.
8. Centrifugar y tirar el sobrenadante.

9. Resuspender el botén en 1 ml de agua ultra pura.

10. Centrifugar y tirar el sobrenadante.

11. Resuspender el botén en 1 ml de acetona.

12. Centrifugar y tirar el sobrenadante.

13. Resuspender el botén en 1 ml de etanol.

14. Centrifugar, tirar el sobrenadante y dejar secar el botdn.
NOTA: El botén debe ser blanco.

15. Disolver el botén en 1-2 ml de acido sulfurico concentrado.

16. Calentar por 10 min. a 959C.

NOTA: usualmente las muestras se diluyen desde 1:10 — 1:200 en acido sulfurico concentrado para

obtener lecturas inferiores a 1 UDO.
Lectura
17. Leer en el espectrofotometro a 235 nm.

Calculo

Para calcular la cantidad de crotonato se emplea la formula A= (E)(b)(c)

Donde: A = Absorbancia.
E = Coeficiente de extincidon del crotonato.
b = Longitud de la celda = 1cm.

c = Concentracion.
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Se obtiene un valor = 5.5128 ug/ml, que se multiplica por (Absorbancia)(dilucién).

Oligonucledtidos disefados para amplificacion del gen rhiA

Oligo directo

5" TTGGGAGGTGTGTCATGAGGCG3' : BspH]

Oligo reverso

5’'TCTTCGCAGGTCAAAGCTTCAG3’: Hindlll

Plasmidos usados en este trabajo

Plasmidos Caracteristicas
pTZ57R/T Clonacién
pHERD20T Clonacion y expresion

Bacterias usadas en este trabajo

Bacteria Caracteristica

PAO1 BW Pseudomonas aeruginosa tipo silvestre (Banco
de Washington)

PAO1-phaG Pseudomonas aeruginosa mutante phaG

E. coli GM Cepa sin capacidad de metilar

E. coli cepa MC4100

Cepa derivada de E.coli k-12

E.coli BW25113

Cepa que no metaboliza arabinosa
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