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RESUMEN

una bacteria que produce glicolipidos

Pseudomonas aeruginosa es
extracelulares llamados ramnolipidos que tienen propiedades tensoactivas

con aplicaciones ambientales e industriales. Los principales ramnolipidos
que se producen en cultivos liquidos son los mono-ramnolfpidos (L-
ramnosil-g-hidroxidecanoil-p-hidroxidecanoato) y di-ramnolfpidos (L-
ramnosil-L-ramnosil-p-hidroxidecanoil-p-hidroxidecanoato). En este trabajo
se reporta el aislamiento selective de una mutante afectada en la produccién
de ramnolipidos (IBT8) incapaz de acumular mono-ramnolipidos mientras
que sigue produciendo di-ramnolipidos. La mutante IBT8 también estd
afectada en la sfntesis de pigmento, lipopolisacidridos de la membrana y en la
produccién de una proteasa que hidroliza caseifna, lo que sugiere que la
mutacién en IBTS8 es de tipo regulatorio. Esta mutante se seleccioné por
mutagénesis al azar usando el transposén TnS0/. Sin embargo, se encontrs
que su deficiencia en la produccién de mono-ramnoifpidos no estaba
asociada a la insercién del Tn50/ ni a posibles alteraciones en los genes
rilABRI para la sintesis de ramnosil transferasa 1 (Rtl). Se construyé una
librerfa genémica de P. aeruginosa IGB83 y se aislé el césmido pNH2198
que complementa a IBTS8 para la produccién de ramnolfpidos, pigmento y
proteasa. Se discuten difcrentes posibilidades para explicar el fenotipo de
IBTS8, sobre todo la hipdétesis de que sintetiza di-ramnolipidos mediante una
actividad residual de la enzima ramnosil transferasa 2 para funcionar como

Rt1, al haber TDP-ramnosa disponible.
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Abstract

Pseudomonas aeruginosa produces rhamnolipids that. are’ tensoactive

compounds with potential industrial and environmental appllcauons . Therc are

ramnosyl-p-hydroxydecanoyl-p-hydroxydecanoate (dl-rh/a
work we report the selective isolation of a rhamnolipid

ent’ mutant
(IBTS8). which does not accumulate mono-rhamnolipid while: still producing
di-rhamnolipid. A regulatory mutation is suggested for IBTS8 siﬁce it is also
affected in pigment, lipopolysaccharide and caseine protease production. IBT8
was selected after random mutagenesis with Tn50/; yet, its mono-rhamnolipid
deficiency was found associated neither with its Tn50/ insertion nor with a
possible alteration in the »41/ABR/I genes for rhamnosyl-transferase | synthesis.
A genomic library was costructed from P. geruginosa IGB83 DNA and cosmid
pPNH2198 was found to restore IBT8 for rhamnolipid. pigment and protease

synthesis. Different possibilities to explain IBT8 phenotype are discussed,
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Estudio genético de Ila produccién de ramnolipidos
en Pseudomonas aeruginosa

JUSTIFICACION

TENSOACTIVOS

Los tensoactivos son también conocidos como detergentes, jabones (sales
metdlicas alcalinas de cadena larga de dcido graso) y surfactantes. Son
compuestos que tienen actividad de superficie o de interfase. Es decir que
cuando estdn en solucién acuosa se alinean en la interfase agua-aire &
aceite-agua disminuyendo la tensién superficial e interfacial de la solucién

con respecto a la del agua.

Los tensoactivos son moléculas amfifilicas, es decir, tienen una porcién
hidrofébica que es mds soluble en aceite 6 en otros solventes
hidrocarbonados., y otra hidrofilica que es mds soluble en agua. Su
alineamiento en las interfaces refleja la tendencia de las moléculas
tensoactivas a acomodarse en la orientacién mds favorecida

energeticamente (Neugebauer J, 1988).

Existe una gran variedad de estructuras quitnicas con posibles propiedades
amfifilicas. Sin embargo solamente una pequefa fraccién de estas
estructuras, que se clasifican de acuerdo a la carga de los iones que
producen en solucién acuosa (Fig. 1), representa la mayor parte de la
produccién industrial mundial que aumenté de 35 000 toneladas en 1950 a

4.3 millones de toneladas en 1990 (Cain R, 1994).
La actividad de los tensoactivos puede determinarse de las siguientes

formas:

1) Midiendo la tensién superficial en las interfaces aire-agua y accite-agua
con un tensiémetro. La tensién superficial del agua destilada es de 72
mN/m que se reduce al agregar un tensoactivo a 30 mN/m mientras que la
interfacial se reduce de 42 mN/m a valores cercanos a cero (Banerjee S.
1991). Cuando se va agregando un tensoactivo a un sistema agua-aire 6
aceite-agua, la tensién superficial va disminuyendo hasta llegar a un punto
critico llamado concentracién micelar critica (CMC). En este punto las
moléculas de tensoactivo se agrupan para formar micelas en las que sus
porciones hidrofébicas hacen contacto hacia el centro de la micela mientras
que las hidrofilicas forman el exterior de la micela en contacto con el agua
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Fig. 1 Clasificacién y cstructura de algunos tensoactivos tipicos que s
producen industrialmente {tomado de Cain R, 1994).



(Fig. 2). La CMC depende de la solubilidad del tensoactivo en ¢l agua y se
usa para determinar su eficiencia.

2) Mediante su capacidad de estabilizar 6 descestabilizar emulsiones. Una
emulsién se forma al dispersar un accite ¢n forma de golas microscépicas
en agua. Los tensoactivos son emulsilicantes cuando estabilizan estas
cmulsiones y desemulsificantes cuando las desestabilizan. La actividad de
emulsidn’se mide por la capacidad de un tensoactivo para gencrar turbidez
en un sistema accite-agua agitado.

3) Mecediante un batance hidrofiltico-lipofilico (BHL). El valor BHL indica
cuando un tensoactivo favorece una ecmulsién agua en accitec é accite en
agua al compararlo con otro tensoactivo con un valor BHL conocido (Desai
J, etal. 1997).

Aunquc no existe un tensoactivo adecuado para todos los usos, diferentes
tensoactivos son cxcelentes detergentes. emulsificantes, ¢spumantes y
dispersantes (Greck B, 1991) con aplicaciones en las industrias petrolera,
de pinturas y recubrimientos, tratamiento y manufactura de asfalto,
cemento, textiles y pieles, antiespumantes, conservadores de madera,
limpiadores industriales, articulos -de cuidado personal, detergentes,
cosméticos, alimentos y medicinas (Haumann B, 1990: Ainsworth S, 1990).
El mercado mundial de tensoactivos asciende asi a US$9.4 billones anuales
(Desai J., ¢r al. 1997), con un crecimiento aproximado del 35% hacia finales
del siglo (Greck B, 1991). La mayoria de cstos compuestos son de origen
sintético.
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Fig. 2 Formacién de micelas por moléculas tensoactivas ¢n solucién
acuosa (tomado de Ncugebaucer J. 1988).



TENSOACTIVOS BIOLOGICOS

Los tensoactivos bioldgicos son moléculas producidas por microorganismos
como bacterias. hongos y levaduras. ya sea que los excreten 6 que los
produzcan sobre su superficie. Se clasifican de acuerdo a su composicién
quimica y a su origen. En general, la porcién hidrofilica estd formada de
aminodcidos 6 péptidos que pueden ser aniénicos S catiénicos 6 de mono. di
S polisacdridos. La parte hidrofébica estd formada de dcidos grasos
saturados 6 insaturados. Los tensoactivos biolégicos son asi una amplia
diversidad de moléculas de glicolipidos, lipoproteinas &6 lipopéptidos.
fosfolipidos, dcidos grasos, tensoactivos poliméricos y particulados (Desai
J. er al. 1997) (Tabla 1). Aunque la composicién quimica de algunas de
estas moléculas sea conocida. ain queda por aclarar su funcién en la
naturaleza. Se ha propuesto que posiblemente los tensoactivos biolégicos
participen en los siguientes procesos:

1) aumento c¢n la biodisponibilidad y consecuente biodegradacién de fuentes
de carbono poco solubles como hidrocarburos del petréleo.

2) como auxiliar en la adhesién y desprendimiento de la bacteria de
superficies.

3) como mecanismo de defensa antibacteriano,

4) como factor de virulencia en la patogénesis de animales y plantas,

5) como auxiliar en la colonizacién de superficies foliares,

6) para atrapar metales (Stanghellini M, er al. 1997).

Los tensoactivos biolégicos reducen la tensién superficial e interfacial tanto
de soluciones acuosas como de mezclas de hidrocarburos por lo que tienen
potencial para usarse en los procesos de desemulsificacién y de extraccién
del petréleo. Los tensoactivos biolégicos tienen algunas ventajas sobre los
sintéticos al tener caracteristicas estructurales y propiedades fisicas
novedosas en el mercado de los tensoactivos. Los tensoactivos biolSgicos
pueden ser mds biodegradables y menos téxicos que los sintéticos. mds
compatibles con el medio ambiente. mejores espumantes, con una alta
selectividad y actividad especifica en condiciones de temperatura, pH y
salinidad extremas y tienen la posibilidad de sintetizarse a partir de
recursos renovables. Posiblemente se podrian producir mediante
fermentaciones y tienen potencial para usarse en las industrias de
extraccién de petréleo crudo, farmacéutica y de alimentos (Desai J, er al.
1997). Sin embargo. no se ha logrado hacer que estos compuestos
biol6gicos sean economicamente competitivos con los sintéticos, pues
mientras el costo de produccién para los primeros es de US$ 4-6/Kg, para
los sintéticos es de USS$ 0.80/K g (Chakrabarty A. 1996).
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Tubla 1. Tensoactivos de origen biolSgico (Desai J, eral. 1997).

Tensoactivo

Microorganismo

Glicolipidos
Ramnolipidos
Trehalolipidos

Soforolipidos

Celobiolipidos

Lipopéptidos

Lipop
Péptido-lfpido
Serrawetina
Viscosina
Surfactina
Subtilisina

ramicidina
Polimixinas
Acidos grasos, Lipidos neutros
y Fosfolipidos
Acidos grasos
Lipidos neutros
Fosfolipidos

Tensoactivos poliméricos
Emulsan
Biodispersan
Manan-lipido-proteina
Liposan
Carbohidrato-proteina-
lipido

Protefna PA
Tensoactivos particulados

Vesfculas y fimbrias
Todalacélula

Pseudaomaonas aeruginosa
Psendomaonas sp.
Rhodococcus erythropolis
Nocardia ervthropolis
Afvcobacrerium sp.
anulnpst s bombacala

U. zeae, U. maydis

B. licheniformis
S. marcescens
P. fluorescens
B. subtilis

B. subtilis

B. brevis

B. polvmyxa

Carynebacterium lepus
Nocardia erythropolis
T. thiooxidans

Acinetobactercalcoaceticus
Acinerobactercalcoaceticus
Candida tropicalis
Candida lipolvtica

Pseudomonas fluorescens
D. polvmorphis
Pseudomonas aeruginosa

Acinerobactercalcoaceticus
Variedad de bacterias




La produccién competitiva de tensoactivos biolédgicos va a depender en
gran medida del desarrollo de procesos costeables de extraccidn y
ificacién, del uso de substratos de bajo costo y del aumento del
rendimiento a través de manipulacioncs genéticas de microorganismos
(Desai J, ¢7 al. 1997). Este dltimo punto requicrc a su vez de un
conocimento mds amplio sobre la fisiologia, bioquimica y genética de la
biosintesis de los tensoactivos. El presente trabajo es un intento por
comprender los mecanismos moleculares involucrados en la biosintesis de
los tensoactivos producidos por Pseudomonas aeruginosda.




INTRODUCCION

Pseudomonas aeruginosa

Las bacterias del género Pseudomaonas  participan en una amplia variedad
de procesos como cl catabolismo y reciclaje de materia organica, fijacion

de nitrégeno y parasitismo de plantas y animales. Estas bacterias también
rutas catabélicas cn la climinacién

participan por medio de sus
Recicntemente se han dado

contaminantes téxicos del medio ambicente.
avances en la gendtica y bioquimica de cepas de laboratorio. como las cepas

PAOIL y PG20! de Pyeudomonas aeruginosa. Por todo lo anterior, las
bactcerias del género Pscudomaonas constituyen un sistema interesante para
realizar estudios biotecnoldgicos (Ramos J, 1990).

Una de las especics de Pseudomonas a las que s¢ les ha prestado mayor
atencidn por ser un patégeno oportunista cn ¢! hombre. es la de
Pseudomonas aeruginosa. Su patogenicidad estd confinada a determinadas
situaciones y grupos de riesgo como son las quemaduras scveras y los
pacicntes con fibrosis cistica (Ramos J, 1990). Recientemente también se
han encontrado cepas de Pseudomonas aeruginosa como cpifitas cn cultivos
de pepino y melén (Stanghellini M, er al. 1997). En este laboratorio se aislé
una cepa de P. aeruginosa IGB83 por su capacidad de producir una enzima
degradadora de grasas (lipasa) en medio alcalino (Palmeros B, ¢ a/. 1994).
Esta cepa aislada a partir de un coco en descomposicidén. produce también
compucstos tensoactivos. En gencral, las cepas de Pscudomonas aeruginosa
producen una variedad de compuestos como cl alginato, la clastasa
(protcasa). proteasa alcalina. fosfolipasa C. exotoxina A. cxocnzima S,
piocianina, (Latifi A, e¢r al. 1995) y ramnolipidos. Por ser una de las
bacterias mcjor estudiadas del género a nivel laboratorio, nos parecié un
sistema adecuado para ¢l estudio de la gendtica de la produccién de

compuestos con propiedades tensoactivas.



RAMNOLIPIDOS

Los tensoactivos producidos por Pseudomaonas aeruginosa son glicolipidos
llamados ramnolipidos. Estdn formados por una ¢ dos unidades de ramnosa
unidas mediante un enlace glicosidico a una 6 dos unidades de dcido graso.
Los principales ramnolipidos que se producen en cultivos liquidos son los
mono-ramnolipidos (L.-ramnosil-p-hidroxidccanoil-g-hidrodecanoato) y di-
ramnolfpidos (L-ramnosil-l.-ramnosil-p-hidroixidecanoil-g-hidrodecanoato)
(Fig. 3). P. aeruginosa bajo ciertas condiciones puede producir también
otros tipos de ramnolipidos compuestos de dos unidades de ramnosa y un
4dcido graso 6 de una ramnosa y un dcido graso (Fig. 4). Aunque P.
aeruginosa produce mono y di-ramnolipidos en cultivo liquido, por
andlisis de resonancia magnética nuclear se¢ ha comprobado que la cepa
silvestre de P. aeruginosa ATCC9027 produce solamente mono-
ramnolipidos (Zhang Y. ¢ral. 1992). Sin embargo. hasta el presente estudio
no se habfa reportado una cepa de P. aeruginosa que sélo produjera di-

ramnolfpidos.

Los mono y di-ramnolipidos se excretan al medio de cultivo y se pueden
purificar a partir del caldo fermentado. Banerjee. en 1991 demostré que
los ramnolfpidos 6 el emulsificante (EM) producido por la cepa de P.
aeruginosa SBco22 tienen las siguientes ventajas:

- son biodegradados por microorganismos de drenaje de aguas municipales,
- el caldo de cultivo no es téxico al proporcionarlo como alimento para

ratas, .
- el ramnolipido purificado no produce alergias al probarlo sobre piel de

conejo,

- el ramnolfpido purificado es estable a temperatura ambiente y mantiene
su actividad emulsificante en un rango de pH 4-9 y atin después de un
proceso de esterilizacién en autoclave,

- el ramnolipido es ma4s eficiente en la reduccién de la tensién interfacial
entre agua y aceite de parafina, que algunos detergentes comerciales
probados como NEODOL 91-6 (Fig. 5).

Los ramnolfpidos tienen potencial para usarse en la industria petrolera y en
la remocién de metales pesados (Miller R. 1995). Recientemente se ha
demostrado un efecto antagénico de los ramnolipidos sobre hongos
(zoosporas) patégenos de plantas de interés comercial, por lo que se abre la
posibilidad de usarse como agentes de control biolégico en la agricultura

(Stanghellini M, er al. 1997).
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Fig. 3 Molécula anidnica dec mono-ramnolipido donde R=H. Cuando
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M, eral. 1997).

B L



a)

b)

HO 0. ©—CH—CHz~ COOH
CH3 (?Hz)e

oH oH CHs

O—CH~—CH,—COOH

HO 0.
CHs (CHz)e
CHs
OH
o ©
Hs
OH OH

Fig. 4 Moléculas de a) mono-ramnolipido y b) di-ramnolipido formadas
por una sola cadena de 4cido graso.
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BIOSINTESIS DE PRECURSORES

En la biosintesis de ramnolipidos en P. aeruginosa participan dos rutas
metabdlicas primarias: una para el carbohidrato y otra para ¢l scido graso.
Para la sintesis de la parte de! carbohidrato. la molécula precursora es el
azicar activada timidina difosfato a-L-ramnosa derivada de la reduccién
de TDP-a-D-glucosa mediante la siguiente reaccién (Glaser L. eral. 1961):

DPN+
dTDP-D-glucosa ~—  dTDP-4-ceto-6-deoxi-D-glucosa + HxO (1)
dTDP-4-ceto-6-deoxi-D-glucosa + TPNH + H+ — dTDP-L-ramnosa +
)

TPN+

En Salmonella y en algunas bacterias gram negativas las enzimas que
catalizan estas reacciones se sintetizan a partir de los genes organlzados en
el operédn rfPABCD (Zhang L, er al. 1993), en la siguiente secuencia:

D-glucosa-1-fosfato’
!
rfbA glucosa- | -fosfato timidiltransferasa

dTDP-D-glucosa
i
rfbB dTDP-D-glucosa -+.6 deshidratasa

dTDP-4-ceto-6-desoxi-D-glucosa
dTDP-6-desoxi-D-gilucosa-3.5-epimerasa

rfbC
dTDP-4-ceto-6-desoxi-L-manosa
rfbD dTDP-6-desoxi-L-manosa deshidrogenasa

dTDP-L-ramnosa

13
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En cuanto a la sintesis del dicido graso de los ramnolipidos atin queda por
aclarar la coneccién entre ¢l metabolismo de dcidos grasos y la via de
sintesis de la molécula precursora p-hidroxidecanoil-p-hidroxidecanoato. En
general, la sintesis de dcidos grasos comienza con accetil-Coenzima A (CoA)
que se forma directamente a partir de piruvato que proviene de la glucosa
S det substrato utilizado. El acetil-CoA es utilizado en la sintesis de citrato
para el ciclo de Krebs y para otras reacciones incluyendo la sintesis dec
dcidos grasos (Fig. 6). Los dcidos grasos también pueden sintetizarse
directamente de la oxidacién de n-alcanos (Fig. 7) (Boulton C, e¢ral. 1987).

14
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Fig. 6 Metabolismo intermediario a partir de glucosa de donde se deriva
la sintesis de precursores de moléculas tensoactivas (Boulton C, er al.

1987).
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Fig. 7 Metabolismo intermediario a partir de substratos
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moléculas tensoactivas (Boulton C, ¢ral. 1987).
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BIOSINTESIS DE RAMNOLIPIDOS

La biosintesis de ramnolipidos en P. acruginosa ha sido estudiada midiendo
los productos intermedios del metabolismo ¢n cexperimentos utilizando
precursores radiactivos en extractos enzimiticos (Burger M, er al. 1963) y
en “"células en descanso" (biomasa cultivada en condiciones Sptimas,
scparada del caldo de cultivo por centrifugacién, lavada y resuspendida en
un buffer) (Hauser G, ¢r al. 1957). Considecrando los resultados de ¢stos

cXperimentos sc propuso una via biosintética a partir de n-alcanos como
fuentc de carbono (Syldak C, er al. 1987) (Fig. 8).

La molécula activada TDP-L-ramnosa es transferida a g-hidroxidecanoil-g-
hidroxidccanoato mediante una reaccién catalizada por la enzima especifica
ramnosil transferasa 1| (Rt 1) para sintetizar mono-ramnolipidos. LLos di-
ramnolipidos s¢ forman al transferir una segunda molécula de TDP-L.-
ramnosa mediante la enzima ramnosil transferasas 2 (Rt 2) al mono-
ramnolipido previamente formado (Fig. 8). Ambas formas de ramnolipido
s¢ puecden extracr a partir del sobrenadante libre de células (Haferburg D,
et al. 1986).

Para la sintesis de los ramnolipidos compuestos de dos unidades de ramnosa
y un Acido graso 6 de una ramnosa ¥y un dcido graso, la via biosintética
descrita se modifica ligeramente en la parte de 1a sintesis de dcidos grasos
(Fig. 8(*)). Estos compuestos son producidos por “"células en descanso" con
n-alcanos como fuente de carbono (Syldatk C, er al. 1987). Las moléculas
de 4cido g-hidroxidecanoico no se condensan sino que pasan directamente a
la sintesis de mono-ramnolipidos dc cadena corta. Sin cmbargo. la
secuencia dec las reacciones mctabdlicas es igual para todas las cuatro
formas de ramnolipido descritas (Syldatk C, e¢r al. 1987).

La productividad y la composicién del producto crudo dependen en parte
de las condiciones de cultivo y del uso de las diferentes fuentes de carbono.
Sin embargo, la longitud de la cadena de los substratos hidrocarbonados no

influye sobre la longitud de la cadena del 4cido graso de los glicolipidos
(Syldatk C. er al. 1987).
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N-tetradecano aldehido
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Fig. 8 Diagrama para la sintesis de ramnolipidos a partir de n-
tetradecano en P. aeruginosa (tomado de Syldatk C, er al. 1987).
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REGULACION FISIOLOGICA DbE LA PRODUCCION DE

RAMNOLIFIDOS

En general la regulacién de la produccién de tensoactivos por

microorganismos se lleva a cabo mediante tres mecanismos que son la
iones

induccidn. la represién y la limitacién de nitrégeno 'y de
muliivalentes (Desai J. e7 al. 1997).

En P. aeruginosa la sintesis de ramnolipidos se induce con substratos
lipofilicos S insolubles en agua. Los ramnolfpidos se producen durante el
crecimiento de esta bacteria en n-alcanos como fuente de carbono
(Chakrabarty A. 1985). Owras fuentes de carbono como glicerol. glucosa y
etano! pueden inducir la produccién de ramnolipidos pero la produccién es
menor (Hisatsuka K. ¢7 a/. 1972). El rendimiento mds alto inducido por n-
alcanos (3.5 g rml /g peso seco) se obtiene utilizando la biomasa lavada de

P. aeruginasa ("resting cells") (Syldatk C, er al. 1987).

L.a represién de la sintesis de ramnolipidos se ha observado en cultivos de
P. aeruginosa en glicerol a los que se les agrega glucosa. acetato succinato o
citrato (Hauser G. er a/. 1954). Sin embargo. se ha aislado una mutante
(SB30) que no responde a la represién por glucosa y que produce
emulsificante (EM) 6 ramnolipido en tanto en hexadecano como en glucosa
con el mismo rendimiento (Chakrabarty A. 1985). Se ha reportado también
que la glucosa, el glicerol y el dcido palmftico reprimen otros procesos
relacionados con la la biodegradacién de hexadecano en P. aeruginosa
S7B1. como es la produccidén de un activador de la oxidacién de n-alcanos

(Hisaisuka K. er al. 1972).

L.a regulacién de la produccién de ramnolipidos en P. aernginosa también
es gjercida bajo condiciones limitantes de nitrégeno. fierro y fésforo
durante las fases de crecimiento exponencial tardia y estacionaria (Guerra-
Santos L. e7 /. 1986: Mulligan C, er a/. 1989) cuando la densidad celular es
alta. En base a la limitacién de f&sforo se ha optimizado el medio PPGAS
(Mulligan C. er a/. 1989), para la produccién de ramnolfpidos. El medio
PPGAS es un medio glucosado libre de grasas y aceites por lo que resulta
conveniente para andlisis de produccién a pequeiia escala. En cultivos de P.
aeruginosa se puede observar el paso a la fase estacionaria del crecimiento
al producirse un pigmento azul que coincide con la produccién de
ramnolipidos y la consecuente formacién de espuma. La sobreproduccién
de ramnolipidos se induce también durante el crecimiento de Pseudomonas
sp. en condiciones limitantes del i6n NHa+ 6 NO3- y con n-alcanos como
fuente de carbono. (Syldatk C. er al. 1987). En cultivos continuos de P.
aeruginosa cultivada en glucosa se aumenté la produccién de ramnolipidos
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de 7 a 10 veces después de limitar el i6n NOa-. En condiciones limitantes
de los cationes Fe2+, Mg2+ & Ca2+, se aumenta aiin mds la produccién de
ramnolipidos (Guerra-Santos L., ¢7 a/. 1986). Para la produccién de
ramnolipidos en planta piloto se ha optimizado un medio (3M) con exceso
de glucosa y fésforo pero limitado en nitrégeno y fierro (Reiling H. er al.

1986).

GENETICA DE LA BIOSINTESIS DE RAMNOLIPIDOS

La obtencién de mutantes de P. aeruginosa afectadas en la biosintesis de
ramnolipidos para estudiar la gendtica de este proceso se veija limitada por
la dificultad para poderlas seleccionar. Aunque se habia aislado este tipo de
mutantes en base a su incapacidad de crecer en hidrocarburos (Chakrabarty
A. 1985). realmente no existia un bioensayo que permitiera seleccionar y
analizar a las colonias no productoras de ramnolfpidos después de
mutagenizarlas. Sin embargo. en los dltimos afios se desarrollaron técnicas
como la deteccién de ramnolipidos en medio mfnimo con azul de metileno
(Siegmund I, er al. 1991) que facilitaron el aislamiento de estas mutantes.
Asimismo se adapté la cromatografia e¢n capa fina (Matsuyama T. 1987)
para el andlisis de tensoactlivos biolégicos.

De esta forma, a través de los trabajos de un grupo de investigacién del
Instituto Federal de Tecnologia en Suiza (Ochsner U, e7 al. 1994-1995), se
Ilegd a entender mejor la genética de la biosintesis de ramnolfpidos en P.
aeruginosa. Se aislé una mutante (65E12 derivada de la cepa PG201),
incapaz de creccer en medio mfnimo con hexadecano como fuente de
carbono, que no producia ramnolipidos (Koch A, er al. 1991) y sin
actividad de ramnosil transfernsa 1 (Ochsner U, er al. 1994b). Al
complementar a la mutante 65E12 con una librerfa genémica de la cepa
silvestre, se aislé un césmido que restaurd los fenotipos afectados. El
césmido aislado contenia un marco de lectura abierto de 723 pares de bases
del que se dedujo una proteina de 28 kDa. Esta protefna tenfa homologia
con protefnas regulatorias (activadores transcripcionales) en P. aeruginosa,
Vibrio fischeri, Rhizobium leguminosarum y E. coli. Al clonar a este gen
Ilamado r#IR, en un vector multicopia e introducirlo en la cepa silvestre, se
estimulé tanto el crecimiento de esta bacteria en medio mfnimo con
hexadecano, como la produccién de ramnolipidos y del pigmento
piocianina. Se determiné que la proteina RhIR era un regulador
pleiotrépico al participar también en la produccién de elastasa (Ochsner U,

eral. 1994).
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Usando mutantes de P. aeruginosa incapaces de producir ranmnolipidos,
generadas por insercién con transposén., se¢ aislaron los genes rfilA, riiB y
rhtl (Ochsner U, et al. 1994b). Se clonaron primero las regiones que
flanqueaban al transposén en las mutantes para usarlas como probadores de
hibridacién contra una libreria genémica de la cepa silvestre. Los c6smidos
asi aislados que complementaban a las mutantes para la produccién de
ramnolipidos sc subclonaron y secuenciaron para establecer un mapa del
grupo de genes r/1/ABR/ que participaba en la biosfntesis y regulacién de

ramnolipidos (Fig. 9).

Estudio del operén rhlA B

Para establecer la funcién de los dos primeros genes en este grupo se
realizaron experimentos de expresién controlada en P. aeruginosa y E.
coli. Al fusionar el promotor inducible e de E. coli al gen riitA no se
detectS actividad de ramnosil transferasa | (Rt 1). Esta actividad sc¢ detecté
en fusiones del promotor Zac al gen r/1/B 6 bien en fusiones que incluyan
ambos genes funcionales. Se concluyé entonces que RhIB era la proteina
catalitica Rt 1. Sin embargo, la produccién de ramnolipidos en cultivos de
P. aeruginosa era mayor cuando ambos genes »/1/A y rliilB se expresaban,
que cuando sSlo se expresaba r2/B. Para la produccién de ramnolipidos se
requierfa entonces tanto de la protefna RhIB como de la RhlA (Ochsner U,

eral. 1994b).

Aunque no se establecié con claridad la funcién de la protefna RhlA, por
2.5 kDa se

homologia de secuencias se dedujo que csta proteina de 32.5
periplasma al tener un péptido senal caracteristico de

exportaba al

exportacién en bacterias Gram negativas, en su extremo amino terminal
(Ochsner U. er a/. 1994b). Por otra parte, la proteina RhIB 6 Rt | de 47
kDa que se dedujo de la secuencia nucleotidica no tenfa homologia con
ninguna proteina conocida. Mediante un perfil de hidropatia se observé que

esta enzima posefa por lo menos dos posibles dominios de adhesién a
uno en los primeros 20 aminodcidos de! extremo amino

membrana:

terminal ¥ otro en el extremo carboxilo. entre los amnodcidos 300 y 350.
Se pensS entonces que la Rt 1 podria estar anclada a la membrana
citopldsmica por el extremo amino terminal y que la puede atravesar
exponiendo sus dominios a ambos lados de la membrana (Ochsner U, e7 al.
1994b). Se sugirié también que el transporte 6 sintesis de precursores de
substratos para la Rt ] se llevaba a cabo mediante la participacién de la
proteina RhlA. O bien, que RhlA fuera necesaria para estabilizar a la
proteina RhIB en la membrana citopliasmica (Ochsner U, er al. 1995).
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Sc realizaron otros c¢studios para medir la actividad de los promotores de
los genes r/1/B y ritlA fusionandolos al gen reportero lacZ de E. coli. Al
medir la actividad de p-galactosidasa producto del gen lacZ bajo el control
del promotor r/1/B. se observé que este promotor se activaba muy poco y
solamente durante la fase estacionaria del crecimiento en medio minimo.
En cambio, cuando ademds del promotor del gen r/if/B se incluia el gen
funcional r/1/A cuesta arriba del mismo (Fig. 9), los niveles de actividad de
p-galactosidasa cran altos. Esta informacion indicaba que el gen r/i/B sc
transcribia a partir del promotor del gen r/ifA. Se concluyé asi que los
genes rhlA y riiiB se encontraban formando un operén (rt/AB ).

Al fusionar solamente al promotor de r/ifA al gen lacZ y medir la actividad
de p-galactosidasa se revels que en P. aeruginosa la expresién del promotor
riilA aumentaba 20 veces durante la fase estacionaria de crecimiento en
condiciones de nitrdgeno limitante. Este experimento se realizé también en
la mutante 65E12 afectada cn ¢l gen r/1/R y se observé que en ausencia de
la protefna RhlR no se detectaba activacién del promotor riifA. Se concluyé
entonces que la proteina RhIR participaba en la activacién transcripcional
del gen rZilA. Mediante andlisis de deleciones en la regién cuesta arriba del
promotor de r/t/A se determiné la presencia de secuencias nucleotidicas
invertidas donde supuestamente se unfa la proteina regulatoria RhIR para
activar la transcripcién del operén rhi/AB (Ochsner U, er al. 1994b).

Estudios del gen rill

Cuesta abajo del grupo de genes r/i/ABR se identificS el gen r/ilf en un
marco de lectura abierto de 603 pares de bases del que se deducfa una
protefna Rhil de 22 kDa. Una mutante de P. aeruginosa generada en ¢l gen
rhll, no tenfa actividad de ramnosil transferasa ni producfa ramnolfpidos.
Se encontré que la proteina Rhil tenia homologia con las protefnas Luxl de
V. fischeri , Lasl de P. aeruginosa, Expl de E. caratovora y Tral de A.
tumefaciens que catalizaban la sintesis de moléculas de homo serin lactonas
(HSL) (Ochsner U, e7 al. 1995).

Las HSL son moléculas pequeiias que difunden al medio de cultivo y que
activan genes especificos para la produccién de metabolitos secundarios
mediante un sistema de regulacién por autoinduccién 6 de sensibilidad
colectiva y respuesta. En este sistema las bacterias monitorean su propia
densidad celular al producir moléculas de HSL llamadas autoinductores que
se acumulan en el medio durante el crecimiento. Cuando la densidad celular
es baja, la concentracién de HSL también ¢s baja: mientras que cuando esta
densidad es alta. la concentracién de HSL alcanza niveles criticos que
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resultan en la activacién transcripcional de los genes que participan en la
produccién del metabolito en cuestién (Claiborne W, er al. 1994). Este
mecanismo regulatorio de autoestimulacién tiene el potencial de generar
una respuesta rdpida y fuerte al estimulo apropiado al coordinar la
)

respuesta de toda una poblacién celular (Brint J, eral. 1995).

El mejor ¢jemplo de un sistema regulador por autoinduccién es el par
LuxR-LuxI en Vibrio fischeri. Lux R es una proteina activadora de la
transcripcion del operén /uxiCDABEG cuyos genes participan en el
fenémeno de bioluminiscencia de esta bacteria. La protefna LuxR funcionai
se encuentra formando un complejo con la molécula N-(3-oxohexanoil)-
HSL (VAI. producto de la ecnzima autoinductor sintetasa Luxl. La
formacién del complejo LuxR-VAI es necesaria para la unién eficiente de
LuxR a un sitio de regulacién positiva en el ADN que se encuentra cuesia
arriba del operén /uxICDABEG para la produccién de luz (Brint ), er al.
1995; Claiborne W, e¢ral. 1994).

El sistema regulador de la transcripcién de respuesta a autoinductor en P.
aeruginosa es el formado por el par LasR-Lasl. LasR es aparentemente un
regulador global involucrado en el control transcripcional de varios genes
incluyendo las proteasas elastasa. LasA y alcalina. Este control de LasR
requiere del autoinductor PAI (formado de N-(3-oxododecanoil)
homoserin lactona) producto de accién enzimdtica de Lasl. El sistema
LasR-PAl en P. aeruginosa se ha descrito como un mecanismo de
comunicacién entre célula y célula en respuesta a la densidad celular para
permitir la expresién coordinada de genes asociados a virulencia para
concertar ¢l ataque al huésped (Brint J, er al. 1995). Estudios realizados
por Pearson J, ef a/. en 1995, demostraron que la cepa de P, aeruginosa
PAOI1 producia una segunda seiial HSL (N-butirilhomoserin lactona)
Hamada Factor 2 que también estaba involucrada en el control
transcripcional de la elastasa.
Como se mencionaba al principio de esta seccidén, se generé una mutante de
P. aeruginosa en el gen rill, sin actividad de ramnosil transferasa ni
produccién de ramnolipidos. Se¢ realizaron experimentos para inducir la
sfntesis de ramnolipidos con los autoinductores Factor 2, PAI y VAL en
cultivos en crecimiento exponencial de la mutante en ril/l. El factor 2
Sin

resulté ser el inductor mds eficiente seguido del inductor VAL

embargo, PAI no funcioné para la induccién de la biosintesis de
ramnolipidos en esta mutante. Se probdé entonces inducir estos cultivos
usando ¢l sobrenadante de cultivos de la cepa silvestre PG201. de una
mutante en el gen r/1ilA y de otra en el gen ri/R. La produccién de
ramnolipidos en la mutante r/1/7 se indujo tanto con el sobrenadante de la
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cepa silvestre como con el de ta mutante en r/i/A. El sobrenadante de la
mutante ¢n r/z2/R no tuvo ninguna capacidad de induccién sobre estos
cultivos. Estas observaciones indicaban que el gen 74/R era necesario para
la sintesis de autoinductor tal vez mediante la activacién transcripcional del

gen ri1it] (Ochsner U, eral. 1995).

Se propuso entonces un modelo para la regulacién de la produccién de
ramnolipidos en . aeruginosa. (Fig. 10). LLa regulacién se llevaba a cabo
mediante un sistema RhIR-RhIl en el que participaba un autoinductor. La
proteina regulatoria RhIR se activaba al unirse al autoinductor producto de
Ia enzima autoinductor sintetasa Rhll. Aunque la proteina RhIR se podia
unir tanto al Factor 2 como al inductor VAL, no se determiné cuidl de los

dos era el producto de la proteina Rhil.

La expresién del gen rill se encontraba a su vez bajo el control de la
protefna regulatoria RhIR. La unién de la la proteina RhIR activada a un
sitio especifico cuesta arriba del promotor de r/4/A activaba la transcripcién
del operén ritliAB que codificaba para la enzima Rt 1, que era la enzima
clave para la biosintesis de ramnolipidos. El sistema RhIR-Rh!l tenfa
homologia con los sistemas reguladores sensores de la familia LuxR-Luxl y

LasR-Lasl (Ochsner U, er al. 1995).

Como se mencionaba en los trabajos de Pearson J, er al. 1995, el Factor 2
estaba involucrado tanto en el control transcripcional de ramnolfpidos
como de la elastasa pues mutantes afectadas en los genes r/#//R & rill no
sintetizaban ninguno de estos productos. Estas mutantes se complementaban
por lo menos parcialmente para la produccién de ramnolipidos y elastasa
en presencia de sus genes silvestres respectivos. Sin embargo, mutantes
afectadas en el gen /asR, no producian elastasa ni ramnolipidos. Entonces,
se sugerié que para la sfntesis tanto de ramnolipidos como de clastasa se
requierfa de ambos sistemas regulatorios RhIR-RhIl y LasR-Lasl (Latifi A,
eral. 1996). Se observé que mutantes en RhIR en presencia del gen /asR en
multicopia producfan niveles bajos. pero detectables de ramnolipido. En
contraste, una mutante /asR- que lleva al gen r/2/R en multicopia producfa
altos niveles de elastasa. Es decir. que existia una regulacién cruzada entre
los genes rAlR y lasR que les permitia substituirse, por lo menos
parcialmente cuando se encontraban en multicopia (Ochsner U. er a/ 1995).

Una explicacién a este comportamiento de entrecruzamiento podria ser que
la protefna RhIR mejorara la produccién de PAIL, por lo que se mejoraria a
su vez la expresién del gen estructural de la elastasa /asB. Otra explicacién
seria que el sistema RhIR-Rhll estuviera involucrado en la regulacién del
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Fig. 10 Modelo para la regulacién de la produccién de ramnolipidos en
P. aeruginosa. (Ochsner U, ¢t al. 1995).
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gen lasA. que codificaba para una segunda clastasa que se sabe incrementa
la actividad clastolitica en P. aeruginosa. E} hecho de que el gen lasR en
multicopia en mutantes rii/R- sélo produjera cantidades limitadas de
ramnolipido podia indicar que miiltiples copias del gen /asR llevaban a una
activacién preferencial del promotor del gen heterdlogo de 1a autoinductor
sintetasa r/1/l, en lugar de activar al promotor del gen riilA. Este punto de
vista sc apoyaba en unos estudios recientes en los que s¢ sugeria una
jerarquia regulatoria de autoinductores: LasR y bajas concentraciones de
PA1 activaban principalmente la expresién del gen /as/ en una vuelta de
cascada regulatoria. Al acumularse PAI, se vio que se producia una
activacién secundaria de genes producto de virulencia como /asB. El
complejo heterélogo LuxR-V AL, sin embargo. no tuvo ningtin efecto en la
expresion del gen /asl. Tampoco se encontré una actividad significativa de
LuxR ni de LasR con los autoinductores heterSlogos de Vibrio &6 de
Pseudomonas (Ochsner U, eral. 1995).

Los fenotipos pleiotrépicos de mutantes de P. aeruginosa en ambos genes
para RhIR y para Rhll, que provocaban también defectos en otros factores
de virulencia extracelular como la proteasa LasA y el pigmento piocianina
de reduccién-oxidacién confirmaban cl papel de este par en la regulacién
global de productos de virulencia extracelular (Brint J, e¢r al. 1995). P.
aeruginosa posefa por lo menos dos sistemas de autoinduccién para regular
la expresién de sus numerosos factores de virulencia secretados de una
manera dependiente de la densidad celular. Atin no se habfa definido cémo
estos sistemas regulatorios dependientes de autoinductor influenciaban la
expresion de sus genes blanco y ¢édmo interactuaban uno con otro.

El presente trabajo se inicié antes de la publicacién de los trabajos de U.
Ochsner en donde sc describfa a los genes r/i/ABRI como los genes
biosintéticos para la produccién de ramnolipidos en P. aeruginosa asf como
las estrategias que usaron para la obtencién, seleccidn y andlisis de mutantes
no productoras de ramnolfpidos. Es decir, que al inicio de este trabajo no
se habjan establecido técnicas para el aislamiento y andlisis de estas
mutantes. Tampoco se tenfa la certeza de que los compuestos tensoactivos
producidos por las diferentes cepas de P. aeruginosa fueran ramnolfpidos.
Es decir, en ¢l presente proyecto, antes de iniciar el estudio de genético de
la produccién de ramnolipidos, se trabajé primero en:

- la identificacién del tensoactivo producido por las cepas de P. aeruginosa

del laboratorio IGB83, 29-1 y ATCC9027 por cromatograffa y medicién
de la tensién interfacial (informacién no incluida).
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a)

b)

Fig. 11 Formacion de halos en medio PPSW asociados a la produccién
de ramnolipidos. a) ramnolipido purificado de la cepa 29-1, b) colonias
de P. aeruginosa 29-1::Tn501. Al centro la mutante IBTS.



- la adaptacién de un bioensayo en caja de Petri para el andlisis de mutantes
en el que la cepa 29-1 resulté ser la cepa mids adecuada por la formacién de
halos bicn definidos ¢n ¢l medio de seleccién (Fig. 11).

- ¢l montaje de la cromatografia en capa fina en el laboratorio incluyendo
la definicién del sistema de solventes y revelador a usar,

- en la medicién de la tensién interfacial de un cultivo en ausencia de un

tensiémetro.
- en la evaluacién del transposén adecuado para mutagenizar a la cepa 29-1.

Por eso, los objetivos particulares enunciados a continuacién enfatizan el
trabajo en esa direccién. Una vez que se adapté una metodologia de
seleccién y andlisis de mutantes en la produccién de ramnolipidos. se aislé
una mutante en la produccién de ramnolipidos que es muy interesante dado
su fenotipo y por no estar afectada, por lo menos directamente, en ninguno
de los genes reportados con anterioridad.
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OBJETIVO GENERAL

El presente cstudio se inicié con la finalidad de contribuir al conocimiento
de la genética de la produccién de ramnolfpidos para mejorar
eventualmente las perspectivas biotecnoldgicas de su produccién. Dado el
potencial de la manipulacién genética de Pseudomonas aeruginosa para
impactar en ¢l aumento del rendimiento a través de fermentaciones, cn este
proyecto se planted el estudio de los genes involucrados en la produccién y
regulacién de tensoactivos cn la cepa 29-1 de Pseudomonas acruginosa .

OBJETIVOS PARTICULARES

1) Identificar el tensoactivo producido por esta cepa mediante el andlisis
por disminucién de la tensién interfacial, cromatografia en capa fina, y

cromatograffa de alta resolucién (HPLC).

2) Diseifiar un bioensayo para la produccién de tensoactivo.

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

4) Elaborar una librerfa genémica de P. aeruginosa en el césmido pCP13.

5) Complementar a la cepa mutada para la sintesis de ramnolipidos con la
libreria genédmica previamente fabricada.

6) Caracterizacién de la mutante.
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Abstract

i which arc i with and

eavironmental lppllcauom. There are two main types of rhamnolipids produced in liquid cultures, rhamaosyl-p-
[¢ lipid) and f-by

ate (di- l’hamnohpld) ln Lhu work wc rcport l.hc ive isolation of a i ! mutant (TBT!). which does not
ile still i ipid. IBTE was selecied aficr random mutagenesis with Tosor;

yet, its mono-rhamoolipid defclency was found associated neither witl

its TnS0/ insertion nor with a possible alteration in the

rhIABRI genes for is. DifTerent to eaplain IBTS phenotype arc discussed.,
3 5 iR ipid; rAl geoe
1. Ingoduction liquid cultures are mainly rhamnosyl-B-hydroxydeca-
yl-p « h ipid) and
Rh lipids arc ds produced by Pseu- th h 1-B-hyd 1-B-hydrox-
domonas aeruginosa wluch reduce water surface ten- d. (di-rh lipid). RL lipid bi
sion and emulsify oil. These compounds are biode- thesis was first described by Burger ct al. in 1953
gradable and bhave potential industrial and [6) as a series of rhamnose u'nnsfers from TDP-
eavironmental applications [1-4). Recently rh to B-hy y yi-B-hy
lipids have been found to have important znlagoms- noate. The rh 1 1 (R! 1)
tic cffects on econom:cauy important poric plant ly lh: synl.hesns of mono-rhamnolipids while
pathogens, thus opening their usc as bi rh ase 2 (Rt 2) synthesizes di-rham-
agents {5]). nolipid from TDP-rhamnose and mono-rhamnolipid.
The th lipids pr d by P in Genes coding for biosynthesis, reg\uauon and in-
jon of Rt 1 Y are or d in in
= Corresponding author. Tel.: +52 (73) 291634; Fax: +52 the rhiABRI gene cluster z.round minute 38 of the P.
(73) 172388; E-mail: gloria@ibt.unam.mx 7. in any of
0378-1097/971517.00 © 1997 of i Socicties. i by Elsevier Scicnce B.V.

PIIS0378-1097(97)00251-6
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2
Table 1
Strains and plaamids used in this study
Stain or plasmid Relevant characteristics® Refercnee
Picudomonas acruginasa | : S
291 PAO) mutant, met-9020 cotAl punal lip! . No P L
1BTS -1:: T30 mono-rhamnolipid deficieat muant This work "
29-2 29-1 Si* spontancous mutant This work
ATCC 027 Wild-type strain produces only mono-rhamnolipid )
Escherichia colt .
uwe3? 1hred, lewS, thi-1, lacY-1, SupERd. 10nA21, A=, syrA ]
Plasmids .
PUWS42 RP4-ColEl Tra*, Tasos, Hg’ 93
PUOSE Contains the rhlABR! genes, Ap' t6]
RIB3NL RP4 derivative, CMA, AP', Tc" (18}
pNH2198 Cosmid clone with P, aeruginoia DNA This work
“a Sations used: to: (AP, i (Km*), mercury (Hg"), (Str’) and (Tc'). Seif
i (Tra*), il (CMA).
b tipid minus ph

these rh/ genes causc a

which indicates l.bat mono-rhamnolipid is an obli-

The genes encod- 2. Materials and methods

gate of di-rh.

ing Rt 2 are yct to be dsmbod

- pro

jon and 2.1, Mi
@BT8)

In this study we repon Lbe

ization of a
which was derived from a P. aeruginosa PAOI de-

nvauvc (strain 29-1 (8], Tablc 1). This mutant js
in the of mono-rhamnolipid,

but is still able xo produce di-rhamnolipid. We also
report that the gene affected in mutant IBTE is differ-
ent from the previously described rAl4 BRI genes in-
volved in Rt ] ecnzyme biosynthesis.

A)

Strains and plasmids used in this work arc shown
in Table 1. P. aeruginosa strains were routinely
grown at 29°C on one of the following media: Pseu-
domonas Isolation Agar (PIA, Difco), PPGAS (2]
(NH,CI; 0.02 M; KC1 0.02 M; Tris-HCI 0.12 M;
MpgSO, 0.0016 M; glucose 0.5%; peptonec 1%, ad-
Jjusted to pH 7.2) or PPSW (PPGAS meditum supple-
mented with 2.5 pg/ml of methylene blue and 200 pg/
mi of the surfactant cetyl-tritnethyl-ammonium-bro-
mide (CTAB)). Astibiotic and mercury concentra-

B) c)

A: Strain 29-1, B: mutan IBTE, and C: purificd rham-

with

Fig. 1. Halo formation in PPSW plates
nolipids frot strain 29-1.

FEMSLE 7679 16-6-97
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Tabic 2

son of ids and ial tention of culture supernatants of differsnt £, acruginasa strains
Sain Rhamnolipids(mg rhtmg protein) Interfacial tension(din/cm)
= (breth) -
29-1 1.63
T .3
IBTB(pUOSS) 0.56
IBTB(pNH2198) 1.8

tions (pglml) used for P. aerugma:a and Escherichia
coli, resp y, were: car illin (Cb) 300 and
30, mercury (Hg) 10 and 10, streptomycin (Str) 200
and 200, and tetracycline (Tc) 150 and 30. Trans-
formation of P. acruginosa was done as dcscribed
by Olsen et al. [9). Matings were performed mixing
a 1:1 proportion of donor:recipient strains and in.
cubating them overnight at 29°C onto agar LB me-
dium, Approprialc dilutions were made on selective
media in order to isolate lrnnsconjugznls. Controls
of ividual donor and strains were treated
i to the mi M is with the traos-
poson Tnsal was carried out by sclecting Hg” trans-
n PIA di from the cross between
E calu UW937(pUW942) [10] and P. acruginosa 29-
1. R were on
PPSW medium by lack of balo formation.

2.2, Rhamnolipid determination

Culture supernatants of 96 h PPGAS cultures at

29'C n.ud shak:n at 250 rpm wcre used for all rham-
Total
tration was dcl:rmmed from cell culture superna-
tants by after
acid hydrolysis using the orcinol method [11]. Inter-
facial tension between water and hexadecane was
determined by the ‘drop weight' method [12}). Thin
layer chromatography (TLC) was carried out on sili-
ca gel G plates treated as indicated by Matsuyama et
al. [13], rh lipids being r with a 25 mg/ml
solution of a-naphthol. The samples for TLC were
d by ing 333 ul of cul

twice with two volumes of dicthy] ether and suspend-
ing in 10 pl of water. Unrevealed upper spots were
scratched off from a paralle} untreated TLC plate
and were cxtracted twice with dicthyl ether, sus-
pended in 1 ml of phosphate buffer and

by high liquid
(HPLC). A reverse phase nova-pack CI18 3.9 per
150 mm column was used. HPLC analysis was iso-
cratic using 40% acctonitrile and 60% 0.1 M phos-
phate buffer pH 6 with a flow rate of 1 mVmin.

2.3. Construction of the genomic library

Total genomic DNA from »P. acruginosa 1GB83
[14] was partially digested with Sau3A and ligated
to cosmid pCP13 [15) digested with BamH]I endonu-
clease. Cosmids were packaged onto A hecads and
transfected as described previously [16). About
5000 clones were obtained, which represent at least
10 times the size of the bacterial genome.

2.4. Nucleic acid procedures

DNA i ion and cloni Southcrn blotting and
nick translation procedures were carried out as de-
scribed previously 16},

3. Results and discussion

3.1. D ion of rk lipid prod; on plates
SW medium was ongxna!ly developed for the se-
lection of P. mu-
tants on plates [17). It contains the cationic dye
meu:ylene blue wluch oomplcxcs with the slightly
in the p of
the surfactant CTAB. This complex is visualized in
the form of a bluc precupuale surroundmg the rham-
nolipid p ., in our experi-
ments, P. acruginosa :olomes formed a blue pigment
which interfered with the blue precipitate formed by
ipids in SW i Th we devel-

FEMSLE 7679 16-6-97
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1 2 3 4

-®

Fig. 2. Detection of rhamnolipids in TLC plates. A: Lanes corre-
spond to: 1: strain 29.1, 2: mutant IBTS, 3: mutant IBT(-
PUOSE), and 4: strain ATCC 9027. B: Diffcrent dilutions of the
rbamnolipids produced by strain 29-1, lanes comrespond to: 3:
undiluted, 2: 132, 3 1:4, and 4: 1:10.

The lack of halo formation on plates of PPGAS
supplemented with methylene blue and CTAB
(PPSW medium) _was used as a criterion to sclect
rh lipi after Ta50/ mutagen-
csis. One thousand 29-1::Tn50/ inscrtion mutants
were screened on PPSW medium and one colony
devoid of a halo (IBT8) was further characterized
(Fig. 1).

3.2. Rhamnolipids production by IBTS

Total rhamnolipid production by mutant IBTS
was nearly 10-fold lower than that of its parental
strain 29-1 (Tablec 2). Lower interfacial tension val-
ues that rh: lipids were stll present in
the IBT8 culture supcrnatant, but in less quantity
(Table 2). Interestingly TLC analysis of an IBT8
supernatant showed that the IBTE8 di-rhamnolipid
spot remained visible while the mono-rhamnolipid
species could not be detected (Fig. 2A). As control
we used purified rhamnolipids from the culture
supernatants of strain 29-1 (wild-type) and strain
ATCC 9027 which lates only h
hpld [2] ln order to ru.le out that the lack of mono-
IBT8 was due to a

H of TLC ibility. we ran di dilu-
uons of the rhzmnohpxds produced by strain 29-1.
We found that in all the dilutions where di-rhamno-
hpld was detected in the 29- l supernatant, the spot

ding to the lipid was clearly
vmble (Fig. 2B). The 1:10 dilution of the 29-1 super-
natant app ly cor ds to the rh
pid concentration produud by mutant IBTS, in this
condition the mono-rh spot is P
but the di-rhamnolipid spot is hardly seen (Fig. 2B,
lane 4). We cannot rule out that small amounts of
mono-rhamnolipid are still produced by mutant
IBTB but it is clear that this mutant produces a

ratio of the mono- to the

di-rh. lipid specics than the wild-type strain.

Identification of the upper migrating band of the
as mono-rhamnolipid

oped a sli; i di for enh d visual-

ization of p. i h lipi In this i

CTAB and Congo ted or mcthylene blue were com-

bined with PPGAS, a ph limited di I strain

used for rhamnolipid production. Using these media
it was found that a halo was formed around the P.
aeruginosa colomes lhat produce rhamnolipids or

(Lhe onec Jacking in IBT8 supernatant), was con-
firmed by its similar HPLC elution profile to that
orslra.u: ATCC 9027 supernatant (Fig. 3), previously
as authentic mono-rhamnolipid by

d the
1). A comparison of mcthylene blue and Congo red
showed the former to be slightly better.

mass spectroscopy {3].

FEMSLE 7679 16-6-57
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3.3. The mutation in IBT8 does not affects the rhlAB-
RI genes

T 1 i of IBT8 h 1i
pid deficiency by the rh&/4 BRI gencs was undertaken
by transferring plasmid pUOSS into IBTS {7] (Table
l). only parual was a when

ids were d (Table 2, Fig. 2), but
halo f« was not d (data not shown).
The lack of halo formation by strain IBT8(pUOS8)
might be due to a lower sensitivity of this test for
rhamnolipid detection than that of the orcinol meth-
od, These results suggested that the mutation preseot
in strain IBT8 was not due to a mutation in the ri/
genes encoded by plasmid pUOSB This was the ex-
pected result since muuuom in any of the ril gene
the synthesis of both

rhamnolipid specics [7).
A cosmid clone (PNH2198) whxch fully complc-
IBT8 for rh

straing ATCC 9027 O and 29-1 Q. v

periment shown in Fig. 4 shows that plasmid
PNH2198 does not hybridize with the rh/4 BRI genes
and that mutant IBT8 and its parental strain 29-1
have the same pattern of hybridization with them.
These results confirmed that the mutation in IBT8
is not within the r4/4BRJ genes. The gene encoded
by plasmid pNH2198 which complements mutant
IBTS, and is the presumably mutated gene in IBTS
strain, is currently being characterized.

3.4. The muration in IBTE8 strain is not caused by the
Tn501 insertion

In order to determine whether the Tns07 mscruon
in mutant IBT8 was ing its
deficiency, lhc lmkzge betwncn H{ encoded by the
was decter-
mined. Hg’ was mobilized from mutant IBTS8 to a
29-1 Str* spontaneous mutant (29-2, Table 1) using

was selected from a P. aeruginosa IGBSS [14) ge-
nomic hbn.ry by sele-;ung the restoration of halo
in PPSW ‘The Southern blot ex-

1 d pJB3J1 which bas chromosome mobilization
ability [18]. The frequency of Hg® transconjuganis
from this cross was at least one order of magnitude
higher than the transposition frequency of Tn50/ in

FEMSLE 7679 16-6-97
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; A 1 2 3 4q 5 [ strain 29-1, thus secondary events of transposition
. were d:scardcd as being the primary event for the
incor of the tr into strain 29-2.
Thirteen 29-2 Hg" j were
but none inherited rhanumhpld deﬁnency. Accord-
ing to the ition and th fre-
quencies mentioned above, only one to three of these
tr j could new Tns0l
- sition events. This i) strongly the
presence in strain IBT8 of a second mutation, inde-
peadent of the TnS07/ inscrtion, that aflects mono-
rhamnolipid accumulation.
‘This is the first rcport ol' a P, geruginosa mutant

d in the of mono-rhamnohp:d
while still pi i di-rh: prod
This could be lained by: (1) d dati of the

former, and (2) expression of a second metabolic
route from substrates other than mono-rhamnolipid.
The first alternative would lmply synthesis of mono-
lipid from tie of the rhlABRI
gene cluster, its flow to di-rhamnolipid via the Rt 2
1 2 3 4q 5 [ pathway and degradation of surplus amounts of
B mono-rhamnolipids. The second alternative implies
both the silencing of an lntact rhlABRI gene cluster
and the onsct of an its
nature. Partial complementzuon af IBTS8 by pU058 .
with regard to
could be interpreted by either positive (as in alterna-
tive 1) or ncgative (as in alternative 2) regulation and
; - thus, docs not throw any light as to which of the two
. .- oe iy alternatives is correct, Only further work along these
v lines, now in progress, will aid to solve this issue.
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MATERIJIAL Y METODOS ADICIONALES:

Tabla 2. Cepas y plismidos adicionales utilizados en este trabajo

Cepa 6 pl id C: isti relevantes Referencia
Pseudomonas acruginosa
IGBS83 cepa silvestre que produce

Palmeros B, eral. 1994

mono ¥ di-ramnolipidos

Escherichiacoli
HB10! pro, leu, recA, hsdR. hsdAf Darzins A,eral. 1984
Plismidos
pUO94 genes rh{AB on pVLT31

bajo ¢l promotor tac, Tcf Ochsner U, ez al. 1994b
PRWSS gen rhiR en pUCP20, ApF este trabajo
pUCP20 derivado de pUCPI8 Ap"

3897 pb West S, eral. 1994
pCP13 césmido de 23 Kb derivado de pLLAFR|

“Fcf Kmr Darzins A, eral. 1984

Cuantificacién de proteina (Lowry). Esta determinacidn es necesaria
para calcular los miligramos de ramnolipido que se producen por

miligramo de protefna celular.
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RESULTADOS ADICIONALES:

Construccion de una libreria genémica de 2. acruginosa.

Sc claboré una libreria gendmica de la cepa IGB83 cn el cé6smido pCP13.
Después de purificar ¢l ADN total de 1a cepa de P. acruginosa 1IGB83 se
digirié parcialmente con la enzima Sawv3A. Para csto se hicicron
preparaciones de digestion del ADN con diferentes diluciones de la enzima.
La reaccidn sc incubd a 379C, 15 min. y se detuvo a 65°C, 10 min. Sc¢
escogicron los fragmentos de entre 10 y 20 Kb dec las preparaciones con
cnzima diluida 1:8 y 1:16 (Fig. 12-A). El césmido pCP13 (Darzins, A. ¢t af
1984) sc¢ digirié con endonucleasa BarnHI. Usando una proporcién 1:1 de
vectoriinserto se ligd lug de ADN usando Ligasa T4 en un volumen final
de 20 ul. Antes de agregar la ligasa y el buffer de la enzima, sc incubd ¢l
ADN cn esta secuencia: 5 min. a 65 ©C, 10 min. a temperatura ambicnte y
15 min. a 4 ©C. Después de agregar el buffer se incubs 15 min. a 4 oC
para finalmente agregar la cnzima ¢ incubar la reaccién 1 hr. a 12 oC., Sc
dejs la reaccidn el fin de semana a 4 ©C. El ADN asi ligado se empacé in
vitro en fagos lambda usando cxtractos de ecmpacamiento Amersham
siguiendo sus instrucciones. El ADN recombinante empacado in vitro en
cabezas de fago lambda s¢ usé para infectar E. col/i HB101 como se
describe en Maniatis, T. 1982, Se seleccionaron colonias en LB Tetraciclina
10 ng/ml de las que sc cscogicron 10 colonias al azar para analizar. Se les
purificé ADN plasmidico y sc traté con endonucleasa BarnH1 para liberar
los inscrtos (Fig. 12-B). Este banco s¢ construyd con la asesoria del Dr.
Jaime Martinez Salazar.
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Fig. 12 a) Carril 1: marcador de peso molecular A Hindlll, carril 2:
ADN de la cepa de P. acruginosa IGB 83 sin digerir, carriles 3-9:
mismo ADN digerido con endonucleasa Sau3A diluida 1:4, 1:8, 1:16,
1:32, 1:64, 1:128 y 1:256 respectivamente. b) carri! 1: marcador de
peso molecular A Hindlll, otros carriles: césmidos de la libreria
genémica de esta cepa digeridos con endonucleasa BamHI con insertos
de entre 10 y 20 Kb aproximadamente. Las bandas de 23 y 0.5 Kb
corresponden al césmido pCP13.
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] nta parcial nte a IRTS

7
i

El gen rhiIR ¢ ¥

Para determinar la parte del cluster r/t!{ABR/ capaz de complementar
parcialmente a 1BT8 sc probs complementaria con los genes rliilAB y ritlR
contenidos en los plasmidos pUO94 (Fig. 13) y pRWS58 (Fig. 14)
respectivamente. El plismido pUQO94, proporcionado por Urs Ochsner,
conticne a los gencs r/1/AB cn un fragmento Acsl-Hindlll de 3.1 Kb bajo el
promotor inducible rac en ¢l plismido pVLT3!. En esta construccién, la
transcripcidn de los genes r/itl AB no depende de la regulacién positiva de la
proteina RhIR sino de la induccién del promotor e con IPTG. El
pldsmido pUO94 se movilizé por conjugacién a la cepa IBTS8. Al inducirse
la cxpresién de los genes r/tlAB con IPTG 3 mM, sc observé que este
plasmido cra incapaz de restaurar la producciéon de ramnolipidos (Tabla 3).
Se construyé entonces ¢! plasmido pRWS8 que lleva al gen r//R en un
fragmento Psrl de 2 Kb clonado ¢n el sitio Psi del plasmido pUCP20 (West
H SEH, eral 1994) (Figs. 14 y 15). Mediante un experimento de
H transformacién se transfirié el plismido pRW358 a la mutantc 8 y se
determind que el ramnolfpido producido por csta cepa era el 24.5% del

‘ producido por la cepa silvestre 29-1.

Estos resultados indican que la complementacién parcial en la cepa IBTS8
estd dada por la presencia del gen r/4/R. Es dccir, que la mutacién en csta
cepa debia estar dada en alguna funcién regulatoria que se complementa de
una manera cruzada con Ja proteina RhIR para la biosintesis de
ramnolipidos pues al hacer la expresién de los genes r/ilAB independicnte
de ésta, la complementacién no cra posible. Sin embargo, para la
formacién de pigmento la protecina RhIR no ticne ninglin cfecto (Fig. 16).
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Cepas Tension mg ramnolipido/ | % ramnolipido

interfacial mg de proteina
{mN/m)
(medio) - 19.828 0 0

29-1

200 | 1628 | 100 b
(cepa silvestre) R ; : e L o

IBTS

IBT8(pUOS8)

BT8(pRWS8) 1}i'.ss' .

IBT8(pU04) e | e |1

Tabla 3. Produccién de ramnolipidos por la cepa silvestre 29-1 y mutante 8
sin plasmidos y complementada con los plismidos pUOS8 (rhIABRI), pRWS8 (rhiR)
y pU094 (rhlAB bajo el promotor inducible tac) al cultivarse en medio PPGAS liquido.



Fig. 13 Pldsmido pUO94 movilizado a la cepa IBTS8 para prucbas dc
complementacién con operén rit/AB (tlomado de Ochsner U, ¢r al.
1994b).
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Psrl  gg/1

Fig. 14 Plismido pRW358 de aproximadamente 5.8 Kb que contienc un
fragmento Ps7l de 2 Kb que incluye al gen rAlR de P. aeruginosa en el
plismido pUCP20.
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Fig. 15 Electroforesis en ge! de agarosa del ADN de pldsmidos
digeridos con ¢l enzima Psrl. Carril 1: 1| Hindlll; 2: pUOSS8; 3: pPRWS5S8
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a) b) P

Fig. 16 Cultivos de P. aeruginosa en medio PPGAS a) IBTS8, b)
IBTS8(PRWS8) y ¢) 29-1. La cepa 29-1 forma un pigmento azul que no
se forma en la mutante IBTS8 ni en la mutante con el plasmido pRWSS.
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El gen afectado en IBTS8 podria estar involucrado en Ia
regulacién de la disponibilidad 6 sintesis de TDP-ramnosa.

Entre los factorecs quc puedcen afectar la capacidad de producir
ramnolipidos ¢n una bacteria se encucntran tanto de las enzimas ramnosil
transferasas como de la disponibilidad de los precursores TDP-ramnosa y
p-hidroxidecanoil-p-hidroxidecanoato. Como la mutante IBT8 no parcce
estar dada en los genes para la biosintesis ni regulacién dirccta de Ia
ramnosil transferasa 1, se pensé entonces ¢n una mutacién que limitara la
disponibilidad o sintcsis del precursor TDP-ramnosa. De esta forma la
sintesis de otros compuestos que usaran este mismo precursor también
cstaria afcctada.

Los lipopolisacdridos (LLPS) de mcmbrana externa de P. aeruginosa
contienen ¢n su estructura a los antigenos comun (banda A) y O (banda
A+B). Ei antigeno comiin es conservado en P. aeruginosa y ¢sta compucsto
principalmente de D-ramnosa. El antigeno O es un determinante especifico
de secrotipo cuyo prccursor para su sintesis al igual que para cl antigeno
comiin, es la TDP-ramnosa. En colaboracién con la Dra. Joanna Goldberg
de 1a Universidad de Harvard se determiné que la mutante IBT8 no forma
el antigeno comtiin ni la banda B de cadena larga que forma la silvestre 29-
1 (Tabla 4). En IBTS8 se forma solamente la banda B corta y en menor
cantidad. Experimentos de complementacidon de la cepa IBTS8 con el
plasmido pUOS8 quc lleva los genes riilABRI demostraron quec este
pldsmido restaura la sintesis de la banda B de cadena larga. Sin embargo,
no complementa para cl antigeno comtin del LPS de la cepa silvestre (Tabla

4).

Estas obscrvaciones sugicren que la proteina RhIR podria estar involucrada
no sélo ¢n la regulacién de los genes r/it/AB, sino también en la regulacién
a un nivel anterior del metabolismo celular como podria ser la regulacién
de la disponibilidad 6 sintesis del precursor TDP-ramnosa.
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Tabla 4. Estructura dcl lipopolisacdrido de cepas de P. aeruginosa.
Antigenos especificos deicrminados usando anticuerpos monoclonales en

ex perimentos tipo Western.

Cecpa Antigeno comiin S B;:;;da B
{Banda_A) REREE
29-1 - 4+ dargo)
8 ) "‘ (corto)
8 pUOS58 - ¢t (lhréo) :
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DISCUSION

Este cs ¢l primer reporte de una mutante de P. aeruginosa afectada en la
produccién de mono-ramnolipidos ¥ que produce di-ramnolipidos. Dec
hecho es ¢l primer reporte de una cecpa que sélo sintetice di-ramnolipidos.
En la mutante IBTS la pregunta que intriga ¢s cémo pucde sintetizarse un
producto final en ausencia dc su precursor. Surgen cntonces tres hipdtesis:

Hipétesis 1) Scglin ¢l modcelo propuesto por Burger en 1963, ¢l mono-
ramnolipido en IBTS8 se sintetiza a partir de la expresién del grupo de
genes r/tlABR/7 y fluye hacia la sintesis de di-ramnolipidos por la via dec la
Rt2 (Fig. 8). Esta cxplicacién implicaria algin meccanismo de¢ degradacién
para los mono-ramnolipidos. LLa mutacién en IBTS8 estaria dada ¢n un gen
quc participara cn la regulacién negativa de una enzima degradadora de
mono-ramnolipidos. Para demostrar la existencia de una cnzima
degradadora de mono-ramnolipidos scria necesaria la medicién dec esta
actividad cuantificando en ¢l espectrofotémetro la proporcién de ramnosa
libre antes y después de la accién de 1a enzima.

Hipétesis 2) En IBTS existe una via metabdlica alternativa para sintetizar
di-ramnolfpidos. Estos no se sintetizan a partir de mono-ramnolfipidos sino
a partir de moléculas de TDP-di-ramnosa y p-hidroxidecanoil-g-
hidroxidecanoato. La reaccién estaria catalizada por una di-ramnosil
transferasa rcgulada negativamente cen la cepa silvestre. La mutacién en
IBTS suprimiria esa regulacién negativa resultando ¢n ia expresién de la
di-ramnosil transferasa. Al mismo tiempo, la mutacién ¢n IBTS8 implicaria
cl silenciamicento del cluster r/1/ABR/? intacto. Para demostrar la cxistencia
de¢ esta ruta alternativa de biosintesis de ramnolipidos seria necesaria la
purificacién y medicién de actividad de la di-ramnosil transferasa cn
cuestién, a partir de precursores radiactivos.

Hipdétesis 3) Para poder plantear la tercera hipdétesis es necesario
conjuntar algunas evidencias quc se describen a continuacidn:

Evidencia I

Los datos cn la iiltima parte de esta tesis en cuanto a la complementacién de
la mutante IBTS8 en la sintesis de la banda B dc cadcha larga por los genes
ritlABRI. Estos datos llevan a proponer un papel regulatorio del gen r/tlR
no sélo para los genes rfilAB sino también para los genes biosintéticos de

la TDP-L-ramnosa.
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Evidencia 2:

Para poder establecer un papel regulatorio de la proteina RhiR sobre.los
genes biosintéticos de la TDP-L-ramnosa, sc utilizé a la mutante 65E12 dc
P. aeruginosa - afectada en el gen r/ilR, que no produce’ ramnolipidos.
(Koch A, ¢t al. 1991). En experimentos recientes Clarita Olvera mididé la
actividad ecnzimidtica del producto del gen r/bB (T'DP-glucosa. 4.6
deshidratasa; ver biosintesis de precursores) en la 65E12. Encontré quc la
actividad de esta deshidratasa se encucntra abatida en un 95% con respecto
a la de la cepa silvestre PG201. Estos datos sugicren que en la cepa 65E12
¢l producto del gen r/i/R estd también involucrado directa 6 indirectamente
cn la disponibilidad de TDP-L-ramnosa.

Evidencia 3:

La actividad dc¢l producto del gen r/bB también sc midié cn la mutante
IBTS8. Aqui la actividad de csta deshidratasa s¢ abate en un 40% con
respecto a la de la cepa 29-1. Estos datos sugicren que la disponibilidad de
TDP-L-ramnosa c¢n IBTS8 ¢s cuatro veces mayor que ¢n la 65E12 y quc esa
difecrencia haga de alguna manera posible la sintesis de di-ramnolipidos ¢n

IBTS.

Se propone entonces que mientras la 65E12 ticne afectado ¢l gen r/it/R,
IBT8 estd afectada en un regulador anterior (gen ri/X) quc rcgula
positivamentc al regulador r4/R (Fig. 17). En ambos casos la ramnosil
transferasa 1 (Ril) no sc estd cxpresando. Sin embargo la ramnosit
transferasa 2 (Rt2) para la sintesis de di-ramnolipidos sc expresa y cs
funcional para las dos mutantes. La enzima Rt2 podria tener una actividad
residual de Rtl. Es decir, podria tener una capacidad limitada para unir
TDP-L-ramnosa a cadenas de dcido graso (ademdds de su actividad
establccida de afadir TDP-L-ramnosa a moiléculas de mono-ramnolipidos).
Dec esta forma c¢n la mutante IBT8 se podrian utilizar las moléculas
disponibles de TDP-L-ramnosa como substrato para sintetizar pecquefas
cantidades de di-ramnolipidos (Fig. 17). En la mutante 65E12 sin embargo,
se detiene por completo la sintesis de ramnolipidos al estar casi totalmente
abatida la sintesis de TDP-L-ramnosa. Si asi fuera, entonces sc podria
inducir la sintesis dc pequeiias cantidades de di-ramnolipido en la 65E12 al
proporcionarle una fuente de TDP-L-ramnosa.

Los genes rfbABCD para la sintesis de TDP-L-ramnosa podrian ecstar
sujetos a una transcripcién basal durante ¢l crecimiento logaritmico. Al
lHlegar a la fasec cstacionaria del crecimiento, la proteina RhIR podria
regular positivamente la transcripcion de los gences rfb para aumentar la
cantidad intracclular dec TDP-L-ramnosa. La proteina RhIR forma entonces
un complejo con ¢l autoinductor para rcgular positivamente a los genes
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ritlABRI para la sintesis de ramnolipidos. Para podcer cstudiar la regulacidn
que cjerce. la_ proteinasRbIR 'sobre los gencs biosintéticos de!ta - TDP-L-
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N RhIR
{_AhixX } b ABCD
g iR —L—
— Promotor

Promotor

TDP-L-ramnosa + 3 -hidroxidecanoil-4- hidroxidecanoato

65E12 (thiR") 5% actividad de RbB

28-1 100% acthidad do RDB 1BT8 (X} 60% aciividad de RIbB
RWR
| Y A4 By ¢
Promotor
RE
A (actividad residual de Rt1)

q§- |
OO0—— . O—  O0O— r

100% diy mono-ramnolipides 11% solo di-tamnolipidos 0%

Fig. 17 Diagrama que ilustra una hipétesis para explicar ¢! fenotipo de
a mutante 1BTS. EI producto def gen rifX afectado en IBT8. reguta
positivamente al gen rAlR. Durante Ja fase cstacionaria del crecimiento
la proteina RR participa tanto en la regufacion de fa sintesis de TDP-
L-ramnosa como cn {a de Ramnosif transferasa 1.



CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Aunque originalmente este trabajo surgié ante la inquictud de contribuir a
la solucién de un problema de produccién de tensoactivos mediante Ia
manipulacién genética de bacterias, la contribucién en ese sentido es mas
dirccta en el trabajo doctoral de Urs Ochsner al describir los genes
biosintéticos y un gen regulador que participa directamente en esta
biosintesis. Sin embargo. la informacién recabada en esta tesis sugiere que
en la regulacién de la biosintesis de ramnolipidos en . aeruginosa
participan genes atin sin describir. como los contenidos en el pldsmido
pNH2198 que complementa a la cepa IBI'8 de P..aeruginosa tanto para la
biosintesis de ramnolipidos como para la sintesis de piocianina y para una
proteasa que hidroliza casefna (G. Soberdn, Fig. I8).

Para una produccién industrial de metabolitos microbianos es necesario
conocer los mecanismos de regulacién de los microorganismos usados. El
estudio de la regulacién de la produccién de ramnolipidos es entonces
importante para lograr su sobreproduccién. Para poder establecer la
participacién del gen afectado en la mutante IBI'8 en csta regulacién es
necesaria una caracterizacién completa de la mutante IBT8 y del plasmido
pPNH2198 que la complementa. Esta informacién permitirfa ademds
establecer si la regulacién de la biosintesis de ramnolipidos est4d
sobrelapada con la regulacién de la sintesis de otros metabolitos
secundarios como son los factores de virulencia. Actualmente, Rafael Diaz
en su proyecto de maestria, trabaja con la supuesta regién regulatoria
contenida en el plismido pNH2198 para tratar de establecer pasos en
comiin entre la regulacién de la biosintesis de ramnolipidos y la de la
sintesis de factores de virulencia como el alginato. Estos estudios serfan

también de interés clinico.

Para tratar de resolver la pregunta de céSmo puede sintetizarse un
producto final (di-ramnolipidos) en ausencia de su precursor (mono-
ramnolfpidos) se propusieron tres hipdtesis con experimentos para
demostrarlas. Sin embargo, al considerar las dos primeras hipdtesis de que
exista una’ enzima degradadora de mono-ramnolipidos 6 una ruta
alternativa de biosfntesis de di-ramnolipidos podrfa parecer
energeticamente poco favorable dado que se trata de metabolitos
secundarios en donde no se justificaria la sintesis de dos enzimas que no

sean esenciales para el metabolismo celular.
Las perspectivas que puede ofrecer ¢l presente trabajo dadas las evidencias

mencionadas, irfan mds bien cn ¢l sentido de estudiar la tercera hipétesis y
sus implicaciones tanto para regulacién sincronizada 6 secuencial de otros
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a)

Fig. 18 Cepas de P. aeruginosa cultivadas en medio Luria suplementado
con leche'descremada al 2% dondc se observa la formacién dc halos
producto'de una proteasa que hidroliza caseina, a) cepa silvestre 29-1 b)
mutante, IBT8 'y c) IBT8pNH2198. La produccién de la protcasa
afectada en la. mutante IBT8 se complementa en presencia del pldsmido

pNH2198



metabolitos secundarios & fuctores de virulencin, como para esclarccer la
participacisén de'la proteina RhIR cn la sintesis de TDP-L-ramnosa.
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